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Resumo

O presente trabalho teve como principal objetivo avaliar a capacidade antioxidante e
antimicrobiana de nove algas castanhas (Ascophyllus nodosum, Himanthalia elongata, Undaria
pinnatifida, Pelvetia canaliculata, Saccharina latissima, Bifurcaria bifurcata, Laminaria
ochroleuca, Sargassum muticum e Fucus spiralis), recolhidas na costa norte da Peninsula
Ibérica. Demonstrou-se que 0s VAarios extratos brutos das algas castanhas apresentam
propriedades bioldgicas e quimicas, nomeadamente atividade antimicrobiana e antioxidante.
Neste trabalho, analisou-se o efeito de cinco solventes de extracao (etanol, cloroférmio, hexano,
acetona e acetato de etilo) no rendimento da extracdo, n conteido em compostos fendlicos e

flavonoides, na capacidade antioxidante e na atividade antimicrobiana.

O contetudo fendlico e a capacidade antioxidante dos extratos brutos obtidos foram
avaliados por diferentes métodos: contetdo fendlico total (TPC), atividade de eliminacdo de
radicais (DPPH*-RSA) e poder antioxidante redutor férrico (FRAP). Além disso, a atividade
antimicrobiana de cada extrato foi estudada com seis microrganismos: Staphylococcus aureus
(ATCC 25923); Staphylococcus epidermidis (NCTC 11047); Bacillus cereus (ATCC 14579);
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145); Salmonella enteritidis (ATCC 13676) e Escherichia
coli (NCTC 9001).

O maior rendimento de extracdo das macroalgas foi obtido quando o etanol foi usado como
solvente extrator. Porém, quanto aos valores de TPC, DPPH*-RSA e FRAP, o acetato de etilo
foi o solvente que possibilitou os maiores teores fenolicos e capacidades antioxidantes. No que
diz respeito a capacidade antioxidante dos extratos das espécies das algas, 0s maiores valores
de TPC e FRAP foram encontrados na espécie Ascophyllus nodosum, enquanto 0s maiores
valores de DPPH*-RSA foram alcangados nos extratos de Fucus spiralis. As atividades
antimicrobianas dos extratos de alga variaram em relacdo ao solvente utilizado, refor¢ando a
ideia de que esta caracteristica € dependente do solvente e deve ser otimizada para cada caso.
Saccharina latissima e Bifurcaria bifurcata foram as algas mais promissoras considerando o

seu potencial como agentes antimicrobianos.

Palavras chave: Macroalgas, Algas castanhas, Conteddo fenolico, Capacidade

antioxidantes, Compostos bioativos, Atividade antimicrobiana.
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Abstract

The main objective of the present work was to evaluate the antioxidant and antimicrobial
capacity of nine brown algae, collected from the north coast of the Iberian Peninsula. It has
been shown that crude and composite extracts of brown algae have useful properties, namely
antimicrobial and antioxidant activity. In the present work, it was analyzed the effect of five
different extraction solvents (ethanol, chloroform, hexane, acetone and ethyl acetate) on the
extraction yield, phenolic content, antioxidant capacity and antimicrobial activity of nine
species of brown macroalgae (Ascophyllus nodosum, Himanthalia elongata, Undaria
pinnatifida, Pelvetia canaliculata, Saccharina latissimus, Bifurcaria bifurcata, Laminaria
ochroleuca, Sargassum muticum and Fucus spiralis). The phenolic content and antioxidant
capacity of the crude extracts were recovered by different methods: total phenolic content
(TPC), radical scavenging activity (DPPH®-RSA) and ferric reducing antioxidant power
(FRAP). In addition, the antimicrobial activity of each extract was studied against six different
microorganisms: Staphylococcus aureus (ATCC 25923); Staphylococcus epidermidis (NCTC
11047); Bacillus cereus (ATCC 14579); Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145); Salmonella
enteritidis (ATCC 13676) and Escherichia coli (NCTC 9001).

The highest extraction yield was obtained when the ethanol was used as an extracting
solvent. However, regarding the values of TPC, DPPH*-RSA and FRAP, ethyl acetate was the
solvent that provided the greatest antioxidant capabilities. Regarding the composition of algae
species, the highest values of TPC and FRAP were found in Ascophyllus nodosum, while the
highest values of DPPH*-RSA were found in Fucus spiralis. The antimicrobial activities of
algae extracts were variable regarding the solvent, reinforcing the idea that this characteristic is
solvent dependent and must be optimized for each case. Saccharina latissimi and Bifurcaria

bifurcata were the most promising algae, considering their potential as antimicrobial agents.

Keywords: Macroalgae, brown algae; phenolic content, Antioxidant capacity, Bioactive

Compounds, Antimicrobial activity.
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1. Introducéo

O inicio da vida surgiu na terra a bilhdes de anos na hidrosfera. No planeta Terra, 97% da
agua esta contida nos oceanos. A hidrosfera compreende toda a 4gua do planeta, desde 0s rios,
riachos, lagoas, mares, até aos grandiosos oceanos. E credivel afirmar que vivemos num planeta
azul, composto por 70% de um oceano global, com uma biodiversidade extraordinaria de vida
marinha. No planeta Terra, a biodiversidade nos oceanos ndo esta uniformemente distribuida,
variando topograficamente, sendo que algumas regiGes do planeta suportam uma grande

percentagem da diversidade biologica global [1], [2].

As algas, organismos marinhos, sdo organismos muito simples, que abrangem uma grande
variedade de seres vivos fotossintéticos. Sao seres autotroficos (capazes de produzir o seu
préprio alimento) e onde existe uma grande diversidade de organismos, no que diz respeito a
morfologia, o grau de complexidade da sua estrutura corporal e tamanho. O seu tamanho pode
variar entre 3 a 10 um — seres unicelulares, até 70 m — algas gigantes, crescendo 50 cm por dia.
Sendo organismos fotossintéticos, este grupo desempenha um papel fundamental na
biodiversidade dos oceanos e constitui a base da cadeia alimentar marinha. Devido a grande
variabilidade, as algas marinhas sdo geralmente divididas em microalgas, apenas visiveis
através de equipamentos de ampliacdo e macroalgas, perfeitamente visiveis a olho nu (Figura
1.1). As microalgas constituem o fitoplancton e, portanto, vivem nas aguas superficiais,
suspensas em coluna de agua e restrita a zona eufética. As macroalgas, sdo algas macroscépicas
que podem atingir varios metros de comprimento. Como produtores primarios, as macroalgas
estdo na base da cadeia alimentar marinha apoiando varias comunidades de animais herbivoros.
Muitas macroalgas vém aprimorando as estratégias de defesa, sendo a calcificacdo (comum em
algas vermelhas, como a familia Carollinaceae) uma das mais comuns, embora também
produzam metabolitos secundarios (terpenos, polifenois, etc.) que atuam como desmotivadores

na sua ingestdo por animais herbivoros [3].




Figura 1.1 - Algas: (a) microalgas, necessitam do uso de um microscopio para observacao (Scenedesmus,
Chlorophyta); (b) macroalgas sdo algas maiores, visiveis a olho nu, (Porphyra umbilicalis, Rhodophyta)
[adaptado [4]].

As macroalgas constituem uma nova fonte de compostos bioativos (compostos que tém
beneficios para o ser humano) que tém sido utilizadas para fins nutricionais e medicinais.
Durante as uUltimas quatro décadas, novos compostos tém sido isolados destes organismos e
muitas dessas substancias demonstraram possuir atividades bioldgicas e antioxidante [2]. As
macroalgas sdo definidas como sendo organismos marinhos fotossintéticos eucariotas e
macroscopicos. A classificacdo mais comum das macroalgas esta relacionada com a sua
pigmentagdo, sendo que existem 3 grupos: algas verdes (Chlorophyta), vermelhas
(Rhodophyta) e castanhas (Ochrophyta) [2], [5]-[7].

1.1. Macroalgas

As macroalgas sdo seres fotossintéticos, macroscopicos e multicelulares com 0Orgaos
diferenciados, habitualmente sdo encontradas nas costas rochosas, tanto em agua doce como
em agua salgada. Apresentam uma grande variedade de tamanho, cor e forma, podendo ser
visiveis na superficie das rochas, apresentando apenas alguns milimetros de comprimento e um
aspeto fragil, ou existirem em zona eufoticas, isto €, zonas de maior profundidade (normalmente
até 200 m), onde o limite inferior de penetracdo da luz é eficaz para a realizacdo da fotossintese,

e atingir tamanhos gigantes, superiores a 50 metros e dominar florestas aquaticas [2], [5], [6],
[8].

As macroalgas apresentam diversas coloracfes, devido a combinacdo de diferentes

pigmentos fotossintéticos presentes nas células. A existéncia destes pigmentos estdo na base da




sua classificacao. Estes organismos marinhos pertencem ao dominio Eukaryota e a dois reinos
distintos, ao reino Plantae onde estdo inseridas as algas verdes (Chlorophyta) e vermelhas
(Rhodophyta) e ao reino Chromista onde se encontram as algas castanhas (Ochrophyta) [5], [7],

[9].

As algas verdes estdo incluidas no Filo Chlorophyta e apresentam pigmentacéo idéntica a das
plantas terrestre, contém pigmentos fotossintéticos como a clorofila a e b e carotendides como
0 B-caroteno, a luteina, a violaxantina, a neoxantina e a zeaxantina. As algas vermelhas
pertencem ao Filo Rhodophyta, possuem clorofilas a e carotendides como o a-caroteno, o0 -
caroteno, a luteina, a zeaxantina e as ficobilinas. As algas castanhas estdo incluidas no Filo
Ochrophyta e os seus pigmentos incluem as clorofilas a e ¢ e carotendides como o -caroteno,
a violanxantina e a fucoxantina, sendo este ultimo maioritario e responsavel pela coloracédo
acastanhada [2], [5], [8].

Segundo a base de dados AlgaeBase [10], atualmente existem 46 930 espécies de algas,
pertencentes ao dominio Eukaryota. No reino Plantae existem cerca de 19 057 espécies, sendo
que 7 296 espécies sao do filo Rhodophyta e 6 709 espécies do filo Chlorophyta e por fim no
reino Chromista existem cerca de 25 600 espécies, sendo que 4 317 pertencem ao filo
Ochrophyta [10].

As macroalgas sao também conhecidas por produzir uma grande quantidade de compostos
bioativos, envolvidos nos mecanismos naturais de defesa ao stress biético e abiotico. Assim séo
considerados um promissor produto comercial de compostos bioativos, estimulando

investigacOes adicionais de novas aplicacdes medicinais e nutricionais [2], [7].

A composicao nutricional e quimica das macroalgas varia consoante a espécie, estacdo do
ano e habitat. As macroalgas sdo conhecidas por serem um alimento nutritivo com poucas
calorias, tanto para humanos como animais, sdo constituidas por cerca de 80-90% de agua e 0
seu peso seco contém cerca de 50% de hidratos de carbono, apresentando ainda na sua
composicdo compostos valiosos, como minerais (7-36%), lipidos (1-5%), polissacarideos (15-
76%) e proteinas (5-47%). As algas sdo ainda uma fonte de vitaminas soltveis (vitamina B, B2,
B3, B5, B12 e C) e insollveis (vitamina A, E, D e K) e de minerais (Ca, Na, K, S, I, Mg, Fe,
Zn, Mn, etc.) [7], [9], [11].

Em relacdo aos seus compostos constituintes, os mais estudados tém sido os polissacarideos,
pretendendo-se estudar formas de usar estes polissacarideos como espessantes, estabilizantes




ou agentes emulsionantes em alimentos. As macroalgas apresentam ainda uma proporcdo alta
de &cidos gordos polinsaturados sulfatados e outros compostos lipidicos com propriedades
benéficas para a saude. Além disso, apresentam um elevado teor de micronutrientes, como
vitaminas e outros metabolitos secundarios, geralmente antioxidantes, como polifendis ou

pigmentos [7].

Tendo em conta a vasta diversidade de moléculas ativas contida nas macroalgas, 0s extratos
de algas tém sido submetidos a testes de bioatividade, demonstrando ter inGmeras propriedades
bioldgicas, tais como: anti-inflamatério, antioxidante, antimicrobiano, antidiabético,

anticancerigeno, neuro protetor e foto protetor [7].

Abordando o enquadramento das macroalgas no mundo, as algas marinhas apresentam uma

ampla distribuicdo geogréfica, variando no nimero de espécies consoante o pais [12].

Desde hé alguns séculos que na Asia Oriental a exploracdo e a utilizacdo de algas como
alimento é uma préatica muito conhecida. O Japdo, a China e a Coreia do Sul sdo 0s maiores
consumidores de algas marinhas como alimento. No entanto, com o avango do conhecimento
sobre este ser marinho, também tem sido usado como fertilizantes e aplica¢fes na indUstria

alimentar, cosmética e farmacéutica [7], [12], [13].

Nos altimos 50 anos houve um aumento do consumo de algas a nivel mundial, que conduziu
ao desenvolvimento de industrias de cultivo, uma vez que os stocks naturais ndo conseguem

satisfazer as necessidades de procura (figura 1.2) [12].
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Figura 1.2 - Percentagem da producéo de algas marinhas cultivadas nos principais paises do ranking
mundial [Adaptado [2]].




Em Portugal, a exploracéo de algas ainda esta pouco desenvolvida [7]. Contudo, tém sido
desenvolvidos imensos estudos cientificos de modo a encontrar e isolar compostos bioativos a
partir das macroalgas. A capacidade das algas sobreviverem em habitats complexos, sujeitas a
condicdes extremas, dada a sua capacidade de desenvolver mecanismos de defesa, através da
producdo de uma grande variedade de metabolitos secundarios, tem suscitado um enorme

interesse pelos investigadores [14], [15].

Em suma, as macroalgas podem ser consideradas uma fonte de moléculas ativas com
propriedades bioldgicas com potencial aplicacdo na inddstria alimenticia, cosmética e
farmacoldgica, ndo sé pela sua composicdo como também pela sua diversidade e

disponibilidade de recursos [7].

1.1.1. Macroalgas Castanhas

As macroalgas castanhas pertencem ao filo Ochrophyta e a classe Phaeophyta. Como
pigmentos fotossintéticos, além das clorofilas a e c, as algas castanhas diferenciam-se por
apresentarem grande quantidade de carotendides, em que se destaca a fucoxantina, sendo este
um pigmento que concede a coloracdo acastanhada a alga [16], [17]. Relativamente a estrutura
da parede celular, esta contém celulose, alginato, fucoidanos, laminarinas e polissacarideos.
Conservam a sua energia sob forma de amido e manitol, € um alcool poli-hidrico com poder
edulcorante [2], [17].Vérias espécies de algas castanhas podem ser usadas diretamente como
alimento, outras também como fertilizantes e ainda algumas das espécies utilizadas mais
especificamente na inddstria farmacéutica [10]. Na Figura 1.2 estdo representadas apenas as
espécies de algas castanhas utilizadas neste trabalho, tendo estas sido colhidas no atlantico norte

(Portugal — Galiza, mais especificamente).




Laminaria ochroleuca

Sargassum muticum

Figura 1.3 - Espécies de macroalgas castanhas [Adaptado [10]].

A Himanthalia elongata, reconhecida como “esparguete do mar”, apresenta ramificagdes
na forma de “tiras” com 2 ou 3 metros de comprimento ¢ 1 centimetro de largura. Esta alga tem
um tempo de vida Gtil de 2 a 5 anos e encontram-se normalmente na costa. Geograficamente
pode ser encontrada entre o sul do oceano Artico e o nordeste do oceano Atlantico, no mar
Baltico e no mar do Norte. Na Peninsula Ibérica localizam-se numa area entre o norte de
Portugal e o norte de Espanha [10], [18]. Para além do seu consumo como alimento, pode ser
utilizada como fertilizante ou em produtos de cuidados pessoais (champ®s, tratamentos para o
cabelo, produtos de limpeza facial e de cuidados da pele). Na sua composicdo quimica pode-se
encontrar aminoacidos essenciais, as vitaminas A, C e E e outros minerais naturais, destacando-

se pelo seu elevado teor de ferro [5], [10], [18].

A Undaria pinnatifida, também conhecida por “Wakame”, atinge entre 1 a 3 metros de
comprimento. Tem origem no Pacifico e ja foi identificada no Norte de Portugal. Esta alga é
rica em hidratos de carbono, lipidos, minerais, aminoacidos essenciais e vitaminas. Contém

uma grande quantidade de fucoxantina, que é o pigmento que tem sido referenciado por conter




propriedades dietéticas. De acordo com a literatura, tem sido descrito que o consumo desta alga
beneficia a satude, como por exemplo, a regulacdo menstrual, na purificacdo do sangue e

beneficios para o cabelo e para a pele [10], [18].

A Pelvetia canaliculata, é uma espécie comum na Europa, ndo ultrapassa os 15 cm de
comprimento e € uma espécie perene, com duracdo de pelo menos dois anos antes de atingir a
maturidade e tem uma vida Gtil de 4 a 5 anos. Esta alga cresce presa a substratos duros e podem
estar na marca d’agua ou acima dela. Esta macroalga sobrevive até 8 dias fora da agua e tolera
até 65 % de perda de agua. Quando a maré enche, reidrata rapidamente quando entra em
contacto com a agua e recupera os nutrientes que perdeu quando Se encontrava exposta ao ar
[10], [18]. A P. canaliculata, pode ser encontrada no Atlantico Nordeste, do oceano Artico até
a Peninsula Ibérica, no Canal da Mancha e no mar do Norte. Em termos de composicéo quimica,
esta alga contém arabinose, fucoidinas, fucose galactose, glicose e peptideos. Pode ser utilizada
diretamente para alimentacdo animal, mas também é muito utilizado em produtos de
cosmeéticos, por estimular a sintese de colagénio e dar ao tecido conjuntivo propriedades

elasticas [18].

A Saccharina latissima, cresce nas florestas aquaticas de aguas superficiais e claras, ricas
em nutrientes e temperaturas abaixo dos 20 °C, podem alcancar 30 a 80 m. A cinza destas algas
é ricaem iodo e em grandes quantidades podem ser utilizadas para a producéo de sabdo. Utiliza-
se também frequentemente como fertilizante [18].

A Bifurcaria bifurcata, € uma alga perene que se encontra distribuida ao longo da costa do
Atlantico Noroeste. O seu crescimento chega até aos 30 cm de comprimento. Esta macroalga
contém diterpenos aciclicos (biossintetizados a partir do geranilgeraniol), ndo sendo essa
variedade muito comum na natureza. No entanto o diterpeno bifurcadiol € um citotdxico linear

e exibe uma citotoxicidade contra linhagens de células tumorais humanas [18].

A Laminaria ochroleuca, denominada por “Kombu atlantico”, tem um comprimento
maximo de 2 m e encontra-se predominantemente em zonas de aguas baixas. Trata-se de uma
alga perene, ou seja, mantém a sua estirpe ao longo do ano, regenerando a lamina, apenas a
cada ano. Podem ser encontradas até 30 metros de profundidade e estdo distribuidas ao longo
da costa da Peninsula Ibérica. Sdo conhecidas por reduzir a inflamag&o quando aplicada na pele
[10], [18]. Os seus extratos tém aplicacdo na industria da cosmética, protegendo o ADN dos

raios UV e prevenindo o envelhecimento precoce da pele [19].




A Sargassum muticum, é uma alga nativa da Asia Oriental. Apresenta um crescimento
muito rapido (cerca de 2 a 4 cm por dia), varios mecanismos de disperséo, e é considerada uma
espécie invasora em quase todo mundo. Esta invaséo, é considerada favoravel, porque tem
aumentado os ecossistemas marinhos. Na Peninsula Ibérica a distribuicao e abundancia é muito
varidvel devido as condicdes ambientais, como a temperatura do mar, condigdes
hidrodindmicas variaveis e topografia [18]. Esta alga é muito estudada por ser rica em &cidos
gordos, sendo predominante a presenca de acido palmitico. Foi também observada a presenca
de Apo-9’-fucoxantinona, um composto lipofilico, que pertence a familia dos terpenos e

apresenta atividade anti-inflamatéria [20].

A Fucus spiralis, cresce até 10 cm de comprimento e vive por 4 anos e sdo das algas
marinhas bastante comuns [18]. Esta alga ndo é utilizada como alimento, mas os seus extratos
sdo usados como anti-inflamatorios, anticeluliticos e também para tratamentos para emagrecer.
Esta espécie contem polissacarideos, fucoidano e laminarina, polifendis, micronutrientes e
minerais, potassio, bromo, cloro magnésio, célcio, ferro e silicio, manitol, vitaminas e pro-
vitaminas A, D e C e lipidos [21].

As algas da espécie Ascophyllus nodosum, tém tipicamente entre 3 a 4 m de comprimento,
também é uma alga perene e podem ter um tempo de vida até 15 anos. Podem ser encontradas
no norte de Portugal. Em relacdo a sua utilizacdo, pode ser usada como alimento, na salde e
como cosmeético. Esta macroalga é muito eficaz na acumulacao de nutrientes e minerais da agua
do mar, por isso é uma alga muito valiosa. Existem imensos produtos cosméticos e alimentares

que incorporam esta alga como ingrediente [18].

Nas Figuras 1.3 e 1.4 é possivel observar a localizagdo das macroalgas castanhas
(Ochrophyta), no mundo (Figura 1.3) e também na Peninsula Ibérica (Figura 1.4), de acordo
com o site GBIF, “Global biodiversity information facility ”, sendo que nestes dois mapas

também aparecem macroalgas de rio [22].




Figura 1.4 - Mapa de ocorréncia mundial de algas castanhas, as cores dos circulos representam a

abundéancia das macroalgas castanhas, circulo vermelho escuro muito abundante, amarelo pouco abundante.
[Adaptado [22]]
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Figura 1.5 - Mapa de ocorréncia da Peninsula Ibérica de algas castanhas, as cores dos circulos representam
a abundancia das macroalgas castanhas, circulo vermelho escuro muito abundante, amarelo pouco abundante.
[Adaptado[22]].

1.2.Ecologia das macroalgas

Na ecologia das macroalgas dominam dois requisitos ambientais, viver na agua do mar (ou
pelo menos agua salobra) e precisar de luz suficiente para que a fotossintese ocorra. Outro
requisito comum € o ponto de fixacdo e, portanto, as algas marinhas habitam comumente nas
zonas costeiras e dentro dessas zonas, em frentes maritimas rochosas. Além disso, existem
poucos géneros, como exemplo a espécie Sargassum, que ndo vivem presos a um substrato

rochoso, mas flutuam livremente [3].




As algas ocupam varios nichos ecologicos, chamados de florestas marinhas, na superficie,
sdo humedecidas apenas pela espuma do mar, enquanto algumas espécies podem aderir a um
substrato a varios metros de profundidade. As algas que se adaptaram a viver em pocas de maré,

devem resistir a mudancas drasticas em temperatura, salinidade e eventualmente a secagem [3],

[5]

Como as macroalgas absorvem dioxido de carbono e libertam oxigénio na fotossintese, as
folhas também podem contribuir para o sequestro de carbono no oceano, através do qual as
folhas das macroalgas derivam da costa para as bacias profundas do oceano e afundam no mar
sem ser remineralizado pelos organismos. A importancia deste processo para 0 armazenamento

de “carbono azul” ¢ atualmente estudada e discutida entre investigadores [3], [5], [23].

1.3. Macroalgas Castanhas e suas aplica¢oes

Ha muitos séculos que as propriedades terapéuticas das macroalgas castanhas sdo conhecidas,
porém a investigacdo cientifica relacionada com o estudo sistematica destas propriedades
iniciou-se na década de 70. Através destes estudos, os investigadores conseguiram isolar
compostos quimicos de algas castanhas que apresentam atividade anticancerigena [8].

Em muitos paises com costa de zonas maritimas, as algas sdo utilizadas como fonte de
alimento, aplicacgdes industriais ou como fertilizante. O maior foco de cultivo de algas marinhas
e que originou uma enorme inddstria encontra-se na Asia. Atualmente, as algas castanhas s&o
utilizadas principalmente como alimento, em cosméticos, na aquicultura, como fertilizantes e
na industria farmacéutica (como fonte de ficocoloides e outros compostos quimicos) (figura
1.6) [12]. Em Portugal o seu uso ainda é diminuto, com excecao de algumas zonas nos Agores.
No entanto, existe uma grande procura de um dos seus constituintes, nomeadamente o

ficocoloide (agar) [21].
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Figura 1.6 - Utilizagdo mundial de macroalgas castanhas [adaptado [19]].

As macroalgas castanhas, na medicina tradicional asiatica, sdo usadas principalmente em
condigdes como hipotiroidismo, fadiga, celulite, tosse, asma, hemorroidas, doencas de
estdmago e dores de cabeca. Por outro lado, sdo também usadas para promover a perda de peso
e ajudar no cuidado da pele. A espécie, Laminaria japonica apresenta uma forte atividade
anticancerigena, diminuindo a propagacdo de metéstases. Estudos sugerem que o uso regular

desta alga diminuiu consideravelmente o risco de cancro da mama [8].

1.3.1. Industria alimentar

O cuidado com a alimentac&o tem aumentado nos Ultimos anos, 0 que causou um interesse
crescente pelos grupos alimentares funcionais, em que as algas desempenham um papel
fundamental, uma vez que oferecem diversos beneficios, tais como, fisiologicos, anti-

hipertensivos, antioxidantes ou anti-inflamatérios [9], [21], [24].

Um alimento funcional pode ser descrito como um alimento que beneficia a saude em
uma ou mais funcbes fisiologicas, aumenta o bem-estar e/ou suprime o aparecimento e
desenvolvimento de doencas. As funcionalidades sdo muito mais preventivas do que curativas
[24]. As macroalgas ao contrario de muitos alimentos disponiveis hoje em dia, sdo um alimento

natural com alto valor nutricional e baixo teor de gordura [4], [6].

Nas macroalgas os florotaninos e as frac6es de polissacarideos sdo as que tém chamado
mais atencdo dada a sua importancia na alimentacdo funcional e aplicagdes nutracéuticas.
Contudo, as algas também contém elementos nutricionais, como proteinas, lipidos,
carbohidratos, vitaminas e minerais, no qual o seu conteildo varia dependendo da estacdo e da

area de producdo. Todos 0s minerais essenciais e micronutrientes necessarios para a nutricao
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humana estdo presentes nas algas, afirmando a sua credibilidade para serem alimentos

funcionais [9].

Em relacdo ao teor de minerais, as algas marinhas apresentam um alto teor de minerais,
por exemplo Ca, Na, K, S, I, Mg, Fe, Zn, Mn, entre outros. Comparativamente com 0s vegetais
tradicionais, as algas contém 10 a 100 vezes maior teor de minerais. Por isso, as algas marinhas
representam uma Otima fonte de suplementos dietéticos devido ao seu alto teor de minerais,
vitaminas e polissacarideos estruturais (fibras), que podem facilitar o transito intestinal e

diminuir o nivel de colesterol no sangue [4], [9].

Atualmente, a industria alimentar estd mais focada na obtencdo de ficocolobides, para
produzir compostos organicos que formam sistemas coloidais na agua permitindo assim a
producdo de gelatinas consistentes a temperatura ambiente. Para além destes os mais estudados
sdo os acidos gordos, pigmentos, fendis e os polissacarideos [4], [6], [9].

Os polissacarideos e o alginato produzido pela classe Phaeophyceae continuam a ser 0s
mais utilizados na inddstria para gelificacdo, emulsificacdo, estabilizacdo, espessamento e
agentes floculantes. Este tem caracteristicas estruturais e a sua funcionalidade é de

espessamento [6], [9].

Em relagdo a composicdo em pigmentos, o carotendide fucoxantina, presente em todas as
algas castanhas, apresenta efeitos protetores contra a deficiéncia de vitamina A [4].

Vaérios estudos comprovaram que compostos das macroalgas apresentam efeito inibitdrio
contra agentes patogénicos de origem alimentar, como Escherichia coli, Listerina
monocytogenes, Staphylococcus aureus ou Salmonella sp. Assim, estes compostos extraidos
das algas, sdo incorporados nos produtos alimentares ou mesmo no material da embalagem, de
modo a evitar a deterioragdo do alimento causada pelo microrganismo. Acresce que a utilizacdo
destes compostos naturais inibitorios do crescimento bacteriano, quer nas embalagens quer nos
produtos comerciais, prolonga a vida util dos produtos e reduz a utilizacdo de compostos

sintéticos e de plasticos [6], [7].

Recentemente, as algas tém sido incorporadas na racdo animal. Contudo, as caracteristicas
nutricionais destas ragdes sdo varidveis, pois o teor em nutrientes presente nas algas varia
consoante a época e do local de colheita e da concentracdo de nutrientes existente na agua. Os
animais ruminantes sdo 0s que mais consomem uma alimentacéo a base de algas marinhas e em

grande quantidade [4]. As macroalgas, como contém compostos antimicrobianos, também
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podem ser utilizados como substitutos de antibioticos comerciais, aumentando a sobrevivéncia
do animal e também a qualidade e seguranca alimentar dos produtos alimenticios que serdo
consumidos pelos humanos [4]. Pela mesma razéo, estas algas sdo utilizadas na alimentagéo de
peixes de aquicultura, com o objetivo de aumentar a resisténcia das espécies aquaticas contra
doencas bacterianas e virais, melhorando a sua sobrevivéncia, contra virus e bactérias que

ameacam varias espécies [4], [6], [7]-

1.3.1.1. Comestibilidade das macroalgas

A presenca de macrominerais e elementos vestigiais nas macroalgas, permite caracterizar a
sua comestibilidade. Algumas dessas macroalgas sé podem ser usadas como especiarias ou
suplementos alimentares, devido ao seu elevado teor de alguns elementos, como por exemplo
As, I, Na, K, Ca, Cd, Mg, Fe, Zn, Mn, Cu, etc. Por isso, ao realizar a amostragem das macroalgas
¢ importante decidir quando ira ser feita a coleta (amostragem, estacdo, idade e tamanho),
porgue as concentragdes de minerais podem variar. Como exemplo, a macroalga Dasycladus
vermicularis (chlorophyta) na costa grega apresenta maior concentracfes de metais (Zn, Cd e
Ca) no verdo, sendo gque de marco a julho a sua concentracdo aumenta gradualmente. Ou seja,
as concentracdes de metais aumentam com a idade do tecido, porque 0S metais sdo
irreversivelmente absorvidos e sdo criados mais locais de ligacdo. Contudo, o conteido de
outros elementos, como cobre, diminui com a idade [25], [26].

Também podem ser obtidos teores diferentes se toda a amostra € homogeneizada e
posteriormente analisada, ou se apenas uma parte vai ser selecionada para fazer o tratamento.
E essencial decidir quais partes da alga serdo usadas para monitorizacdo. O padrdo de
acumulacdo nas varias partes (base, estipe, 6rgdos reprodutivos e pontas de crescimento) é
semelhante para Cu, Pb e Zn, enquanto o ferro acumula principalmente na base das algas e o

arsenio acumula-se nos 0rgéos reprodutores e nas pontas de crescimento [2].

Por outro lado, o tipo de algas também pode influenciar a absorcao dos varios elementos e
metais. As paredes celulares das trés divisbes de macroalgas marinhas (Chlorophyta,
Phaeophyta e Rhodophyta) possuem eletrostatica e propriedades quelantes que séo
responsaveis por biossorcéo. A presenca das grandes quantidades de polissacarideos anidnicos
gue possuem uma forte capacidade de troca idnica, produz a capacidade de as macroalgas serem

eficazes bioabsorventes [27]-[29].
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1.3.2. Industria farmacéutica e cosmética

As atividades bioldgicas atribuidas aos metabolitos secundarios de origem marinha, em
particular, aos de origem nas macroalgas castanhas tém sido imensamente descritas [14]. Estas
atividades bioldgicas, incluem as atividades anti-inflamatdrias, antibacterianas, anti diabetes,
antioxidantes, antivirais, anti-hipertensivas, anti-obesidade, antifungicas, anti-tumorais, anti
fotoenvelhecimento, entre muitas outras [13], [14], [19]. Na Tabela 1.1, apresenta-se alguns
compostos extraidos e isolados de algumas macroalgas castanhas com potenciais beneficios

para a salde.

Tabela 1.1 - Alguns compostos biologicamente ativos isolados a partir de macroalgas castanhas [adaptado

[14]].
Classe do Composto Macroalga Beneficio para asaude ~ Referéncia
composto
Fucoxantina Anti ob(_a3|dade e anti [30]
diabetes

Undaria pinnatifida;
Carotendides Zeaxantina Anti tumoral [31]. [32]
Ascophyllus nodosum

Luteina Diminuigéo do risco de [33]
doencas oftalmoldgicas
B-sitosterol Reduc#o do colesterol (8]
Esterois Pelvetia siliquosa
Fucosterol Anti diabetes (8], [34]
Adenocystis Inibi¢do da infecdo do [8]
Galatofucanos utricularis HSV 1 e 2 (antiviral)
Ecklonia cava,
Fucoidanos sargassum hornery, Antitumoral 18 131
Polissacarideos Costal_'la c_ostal_lg e [35]
Undaria pinnatifida
Anti apoptética;
Laminarina Laminaria japonica  piminui o risco de cancro (8], [31]
de mama
8,10,18-tri-hidroxi- Dictvota pfaffii
2,6-dolabeladieno yotap Inibicdo da infecéo de
Dit ! i HSV-1; diminuicéo do [36]
terpenos (6R) -6- Dictyota menstrualis | teor de proteinas precoces
hidroxidicotoma- de HSV-1

4,14-dieno-1,17-dial

Os ficocoldides extraidos das macroalgas, tais como o agar, tem um papel importante na
industria farmacéutica devido as suas propriedades estabilizantes. Por exemplo, o agar €

utilizado na elaboracdo de meios de cultura gelificados (cultura de bactérias, algas, fungos,
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entre outros) [4], [12], [21]. O agar € ainda usado na separacdo de macromoléculas por
eletroforese e na sequenciacdo de acido desoxirribonucleico (ADN). O alginato é utilizado na
indUstria médica, pela sua estabilidade numa gama larga de pH e salinidade em casos de
intoxicacdo por ingestdo, mas também como agente de neutralizacdo de metais pesados e
radioativos, podendo ser usado em compressas e ligaduras para queimaduras, ajudando na

cicatrizagao [4], [21].

De acordo com a literatura, alguns estudos descrevem a aplicacédo de polifenois extraidos
das macroalgas em produtos odontolégicos para o tratamento da periodontite cronica,
tratamentos para eliminar fungos das unhas, entre outros. Em relacéo a cosmética, determinados
estudos abordam o desenvolvimento de tratamentos contra o acne [7] e também aplicacéo de
compostos bioativos extraidos das macroalgas castanhas que retardam o envelhecimento da

pele, clarificam a pele e combatem o cancro da pele [19].

Os florotaninos presentes em grande quantidade nas macroalgas castanhas, também tém
evidenciado varias potencialidades tanto farmacoldgicas, como da area da cosmética e também
alimentar [15]. Na Tabela 1.2, apresenta-se algumas das possiveis aplicacdes dos florotaninos
extraidos das macroalgas castanhas.
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Tabela 1.2 - Resumo de florotaninos encontrados em algas castanhas e as suas possiveis aplica¢es [adaptado

[15], [37]]

Florotaninos

Macroalgas Castanhas

Aplicagéo

Diecol

Eisenia bicyclis e Ecklonia cava

Ecol

E. bicyclis

Florofucofuroecol-A

Ecklonia stolonifera

Difloreto-hidroxicarmalol

Ishige okamurae

Anti-diabético

Dioxinodesidroecol

E. cava

Anti-cancerigeno

Ecol

Florofucofuroecol

E. stolonifera

Anti-hipertenséo

Diecol
Diecol ) Anti-fotoenvelhecimento
E. cava e E. stolonifera
Ecol
Diecol E. cava Inibicdo MMP (“matrix
Ecol e Fucofuroecol-A E. bicyclis metalloproteinases )

8,8"-Biecol

Florofucofuroecol-A

Ecol

Diecol

E. bicyclis, E. cava e Ecklonia kurome

Antioxidante

6,6'-Biecol

8,8"-Biecol

8,8"'-Diecol

E. cava

Anti-HIV

6,6'-Biecol

E. cava

Florofucofuroecol B

Eisenia arbérea

Ecol e diecol

E. stolonifera

Anti-alérgico

1.4. Compostos Bioativos nas macroalgas castanhas

Os compostos bioativos existentes nas macroalgas advém dos metabolitos secundarios. Estes

compostos sdo sintetizados pelas algas e ndo sdo essenciais para a sobrevivéncia da espécie.

Estes compostos biologicamente ativos apresentam uma distribuicdo mais limitada na natureza,

isto é, apenas sdo biossintetizados por organismos especificos. A produgdo de metabolitos

secundarios nas algas varia consoante a espécie, o habitat e as condigdes ambientais, tendo um

papel essencial na protecao contra o stress abidtico e biotico. Apesar de ndo serem fundamentais

para a sobrevivéncia dos organismos, apresentam um papel vital para o seu bem estar [38]. Uma

das grandes fungdes destes metabolitos é promover o mecanismo de defesa contra agentes
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patogénicos e predadores, como 0s animais de pasto marinho, mas também permite as algas
resistirem e sobreviverem a mudancas de temperatura, salinidade, condigdes extremas de

nutrientes e radiacdo ultravioleta (UV) [39].

Alguns dos metabolitos secundarios sintetizados pelas macroalgas, podem apresentar
beneficios para a saude humana. Alguns ja foram descritos, outros ainda serdo abordados
durante este estudo. Nos ultimos anos tem havido um grande interesse em encontrar novos
compostos biologicamente ativos que apresentem um potencial para combater a doencas como
cancro, alergias, stress oxidativo, inflamacdo, obesidade, trombose, doencas

neurodegenerativas, entre outras [14], [40].

Os compostos isolados de algas tém tido respostas muito positivas nomeadamente a
atividade antibacteriana, anti-hipertensiva, antiviral, anticancerigena e antioxidante, etc.
Espera-se que estes compostos naturais possam substituir os compostos sintéticos que sdo

utilizados atualmente e que apresentam alguns efeitos secundarios [7], [14].

As macroalgas castanhas, classe escolhida para este estudo, sdo quimicamente constituidas
por polissacarideos, proteinas, baixo teor de lipidos, essencialmente em 4&cidos gordos
polinsaturados sulfatados, esterois, carotenodides (fucoxantina e xantofilas) e polifendis,

nomeadamente os florotaninos [7], [41], [42].

1.4.1. Polissacarideos
Os polissacarideos sdo um dos principais componentes estruturais da parede célular das
algas. Estes podem ser classificados como neutros ou &cidos, lineares ou ramificados [7], [43].
Nas algas castanhas a presenca de polissacarideos sulfatados com um alto grau de complexidade
situa-se na faixa de 4 a 16% de peso seco (DW) [7]. As macroalgas castanhas sdo uma fonte
rica de alginato, em que o seu contedo em massa seca varia entre 14 e 40% [7], [44]. Para além
deste composto, também contém B-glucanos (laminaranos), celulose e heteroglicanos que estdo

presentes em quantidades bastante elevadas [7], [44].

Os laminaranos séo B-D- glucanos de baixo peso molecular e apresentam uma estrutura
linear com ligagdes - glicosidicas. Existem diferentes tipos de laminaranos classificados de
acordo com seu comprimento e grau de ramificagdo. Os fucoidanos sdo uma familia de homo-
e heteropolissacarideos sulfatados que sdo constituidos principalmente por unidades de L-

fucopiranose. Apresentam cadeias alternada de L-fucopiranose e grupos sulfato localizados em
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C2, C4 ou dissubstituidos em C2 e C4. Os grupos acetil e D-galatose, D-xilose, D-manose, L-

ramanose e acido D-glucuronico foram identificados como pertencentes a esta familia [7], [45].

A atividade antimicrobiana dos polissacarideos depende do peso molecular, da densidade
de carga, do teor em sulfatos e das caracteristicas estruturais e de conformacéo. Varios estudos
indicam a inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas na presenca de extratos de
macroalgas castanhas Laminaria japonica, Ascophyllus nodosum e Undaria pinnafitida [7],
[36], [46].

1.4.2. Proteinas

Nas macroalgas castanhas o teor de proteina em peso seco varia entre 5 a 15 % [7], [47],
[48]. Porém, este teor varia também de acordo com a estacdo do ano, sendo encontrado em
maior concentragcdo durante o inverno e no inicio da primavera e em concentracfes mais baixas
no verdao e inicio do outono [7], [48], [49]. As proteinas sdo ativamente funcionais nas
macroalgas e pertencem a dois grupos, lectinas e ficobiliproteinas. As proteinas das algas
contém todos os amino&cidos, existente na natureza, principalmente a glicina, a alanina, a

arginina, a prolina, o acido glutamico e acido aspartico [7].

1.4.3. Compostos Lipofilicos

A fracdo lipofilica das algas castanhas € essencialmente constituida por acidos gordos,

esterdis e terpenos.

Os acidos gordos sdo constituidos por uma cadeia alifatica, com ou sem ligacdes duplas, e
um grupo carboxilico, sendo denominados por insaturados ou saturados, respetivamente. Os
insaturados dependem do numero de ligacdes duplas e sdo divididos em monoinsaturados
(MUFAS) e poli-insaturados (PUFAS) [7], [9].

Os acidos gordos das algas castanhas sdo constituidos geralmente por PUFAs (Figura 1.5),
em particular 6mega-3 e 6mega-6. Destes, 0 &cido eicosapentaendico (EPA, 20:5n-3), o acido
estearidénico (DAS, 18:4n-3) e o acido a-linolénico (LNA, 18:3n-3) pertencem a familia dos
O0mega-3, sendo que o acido araquidonico (ARA, 20:4n-6) pertence a familia dos 6mega-6

encontrados nas algas (Tabela 1.3) [30].
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Tabela 1.3 - Nomenclatura para os acidos gordos presentes nas macroalgas castanhas [adaptado [9]].

NEmm2ees C: Nome comum Omega IUPAC
insaturacoes
18:3n-3 Acido a-linolénico ©-3 Acido 92,127,152~
_octadecatriendico
18:4n-3 Acido estearidénico = -3 Acido 62,92,122,152-
_octadecatetraendico
20:4n-6 Acido araquidénico ©-6 Acido 52,82,11Z,14Z-
eicosatetraenico
. Acido Acido 57,87,117,14Z,17Z-
20:5n-3 . . -3 . 3
eicosapentaendico eicosapentaendico

Os PUFAs dmega-3 tém demonstrado ter efeitos benéficos na salde, tais como reducao

de doencas cardiacas, trombose e aterosclerose [8].

\/=\/=\/=\/\\/\/\/COOH

Acido a-linolénico

/\:/E/E/\:/\/\/COOH

Acido estearidonico

Acido araquidénico Acido eicosapentandico

Figura 1.7 - Estrutura dos &cidos gordos, PUFAs, presentes nas macroalgas castanhas [adaptado [30]].

Quando os acidos gordos sdo encontrados esterificados com uma molécula de glicerol,
formam-se os glicerideos. Estes podem ser classificados em mono, di ou triacilglicerdis,
consoante o nimero de &cidos gordos associados com o glicerol. Os triacilglicerois (Figura 1.6)
sdo lipidos neutros acumulados nas algas como produtos de armazenamento e reservatorio de

energia [9].

=0

HC—0" O 'R,

A

HZC_O R3

Figura 1.8 - Estrutura geral de um triacilglicerol (R1, R2, R3, sdo os radicais dos acidos gordos) [adaptado[9]].
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As algas castanhas podem apresentar na sua composicado niveis elevados de lipidos totais
(10-20% do peso seco), que para além dos triacilglicerois, contém os glicerolipidos [30]. Os
glicerolipidos (Figura 1.7) mais comuns das macroalgas castanhas sd&o 0 monogalactosil-

diacilglicerol, o digalactosil-diacilglicerol e o sulfolipido sulfoquinovosil-diacilglicerol [9], [30].

CH,0H
0 O H
CH,OH OH
o—0, 0—CH, 0—CH

| Y —0, 0—C ~CH

OH CHOCOR, Y 0—CH, o~ ¢th
| OH "HOC CHOCOR
H ' CH,0C0R, (HOCOR, !
of H' CH,0COR, CH,0COR,

Monogalactosil-diacilglicerol Digalactosil-diacilglicerol Sulfoquinovosil-diacilglicerol

Figura 1.9 - Exemplos de glicerolipidos presentes nas macroalgas castanhas [adaptado [23]].

Relativamente aos terpenos, estes sdo compostos organicos, constituidos por unidades de
isopreno (CsHg). S&o biossintetizados por seres procarioticos e eucarioticos, por exemplo, como
resposta ao stress ambiental [9]. Contudo os percussores da formacdo destes compostos € o
acido mevaldnico ou mevalonato pela via do mevalonato (MVA) (Figura 1.8), originado pela
juncdo de duas unidades de acetil, CoA, ou de piruvato e gliceraldeido-3-fosfato pela via
desoxixilulose-fosfato (DOXP/MEP). Independentemente da via metabdlica utilizada, os
produtos finais sdo o pirofosfato de isopentenilo e o pirofosfato de dimetilalilo. Os isoprendides
obtidos séo essenciais para o desenvolvimento, sobrevivéncia e interagdo com o ambiente

circundante das algas [50].
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Figura 1.10 - Vias Mevalonato (MVA) e 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato/2-C-metil-D-eritritol-4- fosfato
(DOXP/MEP). Abreviaturas da figura: HMG-CoA: 3-(S)-hidroxi-3-metilglutaril-CoA, CDPME2P: 4-
difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol-2-fosfato, ME-cPP: 2-C-metil-D-eritritol-2,4- ciclo-difosfato, HMBPP:
1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil-4-difosfato. [adaptado [50]].

Os terpenos sdo compostos frequentes nas macroalgas castanhas, particularmente nas
espécies da familia Dictyotaceae e Sargassaceae. Estas espécies sdo bastante ricas nestes
compostos, especificamente diterpenos (ditiodial, ditiol C e ditiol H) (Figura 1.9). Estes sao
constituidos por quatro unidades de isopreno (Czx), podendo apresentar uma estrutura linear ou
policiclica [17], [51].
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i‘\\\

OHC
OHC H

Ditodial Ditiol C Ditiol H
Figura 1.11 - Estrutura quimica dos diterpenos identificados em algas castanhas do género Dictyota
[adaptado [51]]

Os carotendides, também conhecidos como pigmentos naturais da familia dos terpenos, sao
abundantes na natureza. Apresentam um esqueleto de 40 atomos de carbono (tetraterpenos),
podendo ter até 15 ligacGes duplas associadas. As ligagdes das extremidades podem sofrer
ciclizacdo formando um anel do tipo B-ionona que pode ter grupos substituintes como, oxo-,
hidroxi-, ou epoxi-, em diferentes posi¢cdes, formando diferentes xantofilas [8], [13]. Estes
compostos sdo constituintes essenciais do sistema fotossintético, principalmente no centro de
reacdo dos fotossistemas. Nas macroalgas castanhas foram identificados varios carotendides,
sendo os mais abundantes, o B-caroteno, a violaxantina e a fucoxantina (Figura 1.10) [5], [8].
A fucoxantina apresenta diversos efeitos benéficos para a salde, tais como, anti obesidade,
através do aumento de gasto energético do tecido adiposo branco da regido abdominal e anti
diabetes melhorando a resisténcia a insulina e diminuindo o nivel de glicose no sangue [30].
Além destes pigmentos, as algas castanhas apresentam um outro pigmento, comum as plantas

terrestres, a clorofila a, que na sua estrutura apresenta o diterpeno fitol [5].
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Figura 1.12 - Carotenodides e clorofilas existentes nas macroalgas castanhas [adaptado [5]].

Os esterdis pertencem a familia dos esteroides, sdo componentes estruturais das membranas
celulares que regulam a fluidez e a permeabilidade destas, e sdo encontrados na maioria das
celulas eucariotas. Estes lipidos sdo também sintetizados pela via do MVA e/ou via
DOXP/MEP. Estes compostos sdo constituidos por um sistema tetraciclico, apresentando um
oxigénio (geralmente grupo hidroxilo) na posicdo C3 e uma cadeia lateral de comprimento
variavel em C17, podendo apresentar ligac6es duplas e grupos metilo em diversas posi¢des [9],
[52], [53].

Os fitoesterois, que sdo os esteroides de origem vegetal, apresentam um grupo alquilo
substituinte em C24. O fucosterol é o fitoesterol predominante nas algas castanhas (71-95%).
Sdo ainda encontrados o desmosterol, o fucosterol, o ergosterol, o campesterol, o B-sitosterol e
o0 estigmasterol (Figura 1.11) [52]. Os esterois sd@o nutricionalmente importantes, pois tém
atividade anti-inflamatdrias, antibacterianas, antifingicas, antiulcerativa e antitumoral. Uma
dieta rica em esterois vegetais tem ainda demonstrado reduzir os niveis de colesterol no sangue
[53].
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Estigmasterol

HOY [3- Sistosterol

Figura 1.13 - Esterdis encontrados em macroalgas castanhas [adaptado[52]].

1.4.4. Compostos Fendlicos

Os compostos fenolicos tém na sua constituicdo um ou mais anéis aromaticos, com um
ou mais substituinte hidroxilo, podem ser monoméricos, oligoméricos ou poliméricos. Estes
compostos sdo amplamente distribuidos no reino vegetal, incluindo &cidos e aldeidos fendlicos,
flavonoides e taninos [42], [54]-[56].

Estes compostos desempenham um papel fundamental na estrutura da parede celular e
possuem um papel essencial na sinalizacdo e resposta ao stress ambiental [55]. Os compostos
fenolicos sdo também responsaveis pelas qualidades nutricionais dos alimentos de origem
vegetal. Podem ser classificados consoante o grupo funcional que esta ligado ao anel aromatico,
e essa associagdo cria compostos que sdo benéficos para a salde. Sao metabolitos secundarios
derivados da via xiquimato, que resulta da biossintese de aminoacidos aromaticos, onde 0s
aminoéacidos tirosina e fenilalanina sdo percursores de fenilpropandides (uma classe de
compostos fendlicos) (Figura 1.12) [56]-[58].
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Figura 1.14 - Via xiquimato e sintese de compostos fendlicos pela via fenilpropanéide [Adaptado [58]].

Os aldeidos e &cidos fendlicos sdo caracterizados por ter um grupo carboxilico ou um grupo
aldeido como substituinte principal no anel aromatico. Os acidos fendlicos podem ser divididos
em dois subgrupos: os acidos hidroxibenzoicos, como por exemplo o &cido p-hidroxibenzéico,
0 &cido protocatequinico, o &cido 2,3-di-hidroxibenzoico, o acido salicilico e o &cido galico; e
0s &cidos hidroxicindmicos, que sdo compostos aromaticos com uma cadeia lateral de trés
carbonos, que incluem os acidos feralico, 5-hidroxiferulico, sinapilico, cindmico, p-cumarico,
cafeico, entre outros. Existem ainda os aldeidos fendlicos, como exemplo o p-
hidroxibenzaldeido e o 3,4-di-hidroxibenzaldeido. Estes compostos, ja foram identificados em
algas marinhas (Figura 1.13) [41], [59], [60].
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Figura 1.15 - Exemplos de acidos e aldeidos fendlicos presentes em algas. [adaptado [57]].

Os flavondides (Figura 1.14) sdo o maior grupo de compostos fendlicos, apresentando uma
estrutura tipica constituida por dois anéis aromaticos ligados por uma cadeia de trés carbonos, C6-
C3-C6 [55]-[57]. Estes podem ser divididos em diferentes subclasses tendo em conta o seu nivel
de oxidacdo e o arranjo da cadeia C3. Se o grupo C3 estiver na forma de anel piranico, os
flavonoides serdo classificados como flavonois, flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavan-3-ois e
antocianidinas. Se a cadeia Cs estiver aberta, 0s grupo de compostos fendlicos contém as calconas
e as di-hidrocalconas [55]-[57].

Esquema base O Flavenol O Flavona
0]
0 O | O 0
(J A o
O Flavonona Isoflavona O Flavan-3-6is

OH OH

Ol  Antocianidina O Calcona O Di-hidrocalcona
(estrutura genérica)

Figura 1.16 - Esquema e estrutura base das diferentes subclasses de flavonoides [Adaptado[57]].
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Nas macroalgas castanhas Himanthalia elongata, Laminaria ochroleuca e Undaria
pinnatifida, foram detetados alguns flavonoides, como a catequina galato, a epicatequina, a

epigalocatequina e a epigalocatequina galato (Figura 1.15) [41].

OH

OH OH OH

OH
C s
OH O O OH 0 O OH
OH OH oH

OH

OH

OH

Catequina Epigalocatequina

OH OH

OH OH

Epicatequina galato OH Epigalocatequina galato

OH
Figura 1.17 - Exemplo de flavondis identificados em macroalgas castanhas [Adaptado [41]].

Os taninos sdo o terceiro grupo mais importante de compostos fendlicos com ocorréncia
natural tanto em plantas terrestres como em plantas marinhas. So classificados em taninos
hidrolisaveis, taninos complexos e taninos condensados [57]. Os taninos hidrolisaveis
consistem em ésteres de acido galico e elagico. Os taninos complexos sao compostos por uma
molécula de catequina ligada a unidades de galotaninos ou elagitaninos por ligacdes
glicosidicas, enquanto os condensados, também conhecidos por proantocianidinas, tém como
percursores os flavondides, flavan-3-ol (catequina ou epicatequina) e flavano-3,4-diol
(leucoantocianidina) [55]-[57].

Nos ultimos tempos os florotaninos tem despertado um grande interesse na comunidade
cientifica, s&o um grupo especifico de taninos, derivados de unidades polimerizadas de
floroglucinol (1,3,5-tri-hidroxibenzeno), muito comum em algas marinhas [61]. O floroglucinol
é biossintetizado pela via acetato-malonato, num complexo enzimatico que envolve a atividade
de duas enzimas, a policétido sintase e a policétido ciclase [9], [39]. Os percursores desta via
sdo o malonil-CoA e o acetil-CoA, que formam um policétido que sofre uma reacdo de
ciclizacéo do tipo de Claisen formando um anel hexaciclico, que néo é estavel e, portanto, sofre

tauromerizagdo para formar floroglucinol, que é termodinamicamente mais estavel [9].
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Os florotaninos sdao compostos hidrofilicos, com pesos moleculares que variam entre 126
Da e 650 kDa [37] e s&o isolados a partir de algas marinhas castanhas, ndo sendo encontrado
em plantas terrestres [42], [61]. Sdo oligdmeros ou polimeros de floroglucinol, podendo ser
classificados em 6 sub classes, com base nas duas ligacdes: fucois (ligacoes arilo-arilo); floretois,
hidroxifloretois e fualois (ligacGes éter); fucofloretois (ligacbes arilo-arilo e éter) e ecois (ligacao
dibenzodoxina) [9], [39].

Alguns estudos tém verificado que as algas castanhas sao mais ricas em florotaninos do que
as outras macroalgas [7], [61]. Na Figura 1.16 estdo representados florotaninos isolados de algas
castanhas, nomeadamente, na Ecklonia cava, Ecklonia stolinifera, Eisenia arborea, Eisenia

bicyclis, Ishige okamurae e Ecklonia kurome. Estes compostos tém sido associados a varias
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Figura 1.18 - Florotaninos isolados de macroalgas castanhas [Adaptado [37]].
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1.5. Extracdo dos compostos bioativos das macroalgas castanhas
Para a caracterizacdo dos compostos bioativos presentes nas macroalgas a primeira etapa
¢ a sua recolha, seguindo-se a extracao desses compostos. Antes da sua extracao existe um pré-
tratamento que é essencial para evitar a co-extracdo de outros componentes, com propriedades
semelhantes de solubilidade, bem também para garantir que a amostra estd limpa e

representativa para o estudo [7], [62].

Para a extracao € necessario selecionar um solvente extrator, puro ou uma mistura de
solventes capaz de extrair de forma eficaz compostos de diferentes polaridades. Os solventes
extratores mais utilizados sdo o hexano, o ciclohexano, o tolueno, o diclorometano, o

cloroférmio, a acetona, o metanol, o etanol e a 4gua [63].

Habitualmente, a extracdo de compostos a partir de amostras sélidas é realizada por
extracdo sélido-liquido. A escolha do método varia de acordo com a natureza dos compostos
alvo, de modo a obter o maior rendimento e pureza possivel [62]. Com o objetivo de extrair
compostos lipofilicos, a extracdo em Soxhlet tem sido utilizada como uma técnica de referéncia,
pois é uma técnica simples e barata, permitindo obter um alto rendimento de extracdo e mais
elevado comparativamente com outros métodos extrativos [7]. Contudo, com o surgimento de
novas tecnologias inovadores e amigas do ambiente, técnicas como extracdo com fluidos
supercriticos (SFE), extracdo por micro-ondas (MAE), extracao assistida por ultra-sons (UAE),
extracdo acelerada por solvente (ASE) e extracdo assistida por enzimas (EAE) tém sido
utilizadas para extrair compostos bioativos das macroalgas [7], [60], [62], [64]-[68].

A SFE tem sido utilizada para extrair acidos gordos, carotendides e clorofilas e p-
caroteno das macroalgas [62], [67], [68]. No entanto, o elevado custo do equipamento e a baixa
polaridade do fluido limita o seu uso a extracdo de compostos com baixa polaridade [62].

A MAE tem sido utilizada para extrair compostos bioativos de algas, como 0s
carotenoides e os fucoidanos. Como vantagem destaca-se a melhoria do rendimento de extragéo
e 0 uso de quantidades menores de solvente. Porém nédo é adequada para compostos termolabeis
[62].

A UAE e compativel com a extracdo de compostos sensiveis a temperatura, ao contrario
a MAE, que para além de ser uma técnica de baixo custo e simples, o uso de ultra-sons na
extracdo solido-liquido tem ainda como vantagem o aumento do rendimento e da velocidade de

extracao [62].
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A ASE é uma técnica promissora para extrair diferentes familias de compostos das
macroalgas, apesar de utilizar temperaturas elevadas. Alguns estudos descrevem a possibilidade
da ASE em extrair carotenoides, clorofilas, &cidos gordos e compostos fendlicos [62], [65],
[67].

A EAE é um processo de pré-tratamento das amostras que permite hidrolisar polissacarideos
e proteinas insolUveis em agua, tornando-os extratos sollveis, sem recorrer a solventes
organicos. O custo é relativamente baixo, porque utiliza enzimas tais como a celulase, a a-
amilase e a pepsina [62]. A aplicacdo deste método antes de se efetuar a extracdo de compostos
nas macroalgas permitiu um aumento no rendimento de extracdo de lipidos totais e da

fucoxantina [66].

1.5.1. Atividade antioxidante e antibacteriana
Devido a presenca de compostos bioativos na composicao das macroalgas castanhas, estas
apresentam atividades antioxidante, antibacteriana, anti-inflamatoria e antifangica [7]. O facto
de as macroalgas estarem expostas a radiacdes UV origina a formacao de radicais livres e outros
oxidantes, estimulando assim, a producdo de compostos antioxidantes, nomeadamente os
florotaninos, para se protegerem dos danos estruturais provocados pelos agentes oxidantes, o

gue as torna um alvo para a procura de compostos bioativos de origem natural [69].

Relativamente a atividade antioxidante, o stress oxidativo pode ser definido pelo
desequilibrio entre a producédo de espécies reativas e antioxidantes. Quando esse desequilibrio
é atingido, pode existir um aumento na producdo de espécies reativas, causando a oxidacdo e
danificar componentes celulares, tais como lipidos, proteinas e ADN. Os antioxidantes sdo
conhecidos como substancias que retardam ou impedem a oxidagéo, ou seja, vdo criar uma
defesa contra os radicais livres que resultam do stress oxidativo. Este processo envolve
mecanismos de prevencao e reparagdo através de substancias com capacidade antioxidante que

podem ser enzimaticas ou ndo enzimaticas [48].

A atividade antibacteriana promovida pelas macroalgas varia consoante a espécie, o0 estado
fisioldgico, a regido do talo, os aspetos ambientais, a poluigdo, as condigdes de crescimento, a
época de colheita entre outros. O potencial antibacteriano das macroalgas € maximo na
primavera, provavelmente devido a predominancia de alguns compostos bioativos nesse
periodo. Alguns estudos que reportam a avaliacdo de atividade antibacteriana referem que algas
secas processadas a altas temperaturas apresentam zonas de inibicdo mais amplas para certas

bactérias como Salmonela enteritidis, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus [36].
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1.5.2. Avaliacéo da atividade antioxidante
A atividade antioxidante de extratos naturais e/ou compostos isolados pode ser avaliada
facilmente por métodos espetrofotométricos. Os métodos mais utilizados para a sua avaliacdo
in vitro, sdo ORAC (oxygen radical absorbance capacity), TRAP (total radical-trapping
antioxidante parameter), FRAP (ferric reducing antioxidante power), DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl), entre outros. Destes os ensaios FRAP e DPPH tém sido os mais utilizados

nestes estudos [70].

O método DPPH consiste na reducdo do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH")
pela amostra em estudo. Este método € bastante sensivel e simples, em que um dador de
hidrogénio é um antioxidante. A molécula de DPPH" é caracterizada como sendo um radical
livre estavel, disponivel comercialmente, solivel em solventes organicos. Apresenta uma
coloracdo violeta que se deve a deslocacdo do eletrdo desemparelhado ao longo de toda a
molécula, esta é caracterizada com um méaximo de absorcdo UV a 517 nm. A medicdo da
atividade antioxidante é realizada reduzindo o DPPH a hidrazina (Figura 1.17), havendo
mudanca na coloracdo de violeta para amarelo. Este método apresenta sensibilidade a alguns

parametros, como exemplo, a exposi¢do a luz, ao oxigénio, o pH e o tipo de solvente [70]-[72].

Q (Amlox]danlc) NO, Q
H
N

NO
Radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

(DPPH")

Figura 1.19 - Mecanismo de reacdo entre o radical DPPH e compostos antioxidantes. [adaptado [70]].

O método FRAP foi desenvolvido para quantificar o acido ascorbico no soro ou plasma
[70]. Quando o complexo Fe**-TPTZ é reduzido a forma Fe?*-TPTZ por um antioxidante sob
condigdes &cidas, desenvolve uma cor azul intensa com absor¢do maxima a 593 nm (Figura
1.18). Assim o efeito antioxidante é avaliado pela formagdo do complexo Fe?* -TPTZ com
auxilio de um espectrofotémetro. Os resultados séo rapidos e reproduziveis, deve ser utilizado
um antioxidante de referéncia solivel em agua, como exemplo, acido ascérbico, acido Urico ou
Trolox [70]-[72].
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Antioxidant
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Figura 1.20 - Formacéo do complexo Fe 2* - TPTZ a partir do complexo Fe®* - TPTZ por um antioxidante
[Adaptado [70]].

1.6. Bactérias usadas no estudo da capacidade antimicrobiana das macroalgas

castanhas

Os compostos contidos nas macroalgas castanhas apresentam inumeras atividades benéficas
a saude. As capacidades antimicrobianas dos extratos de algas foram analisadas com sucesso
contra varios agentes patogénicos de grande preocupacéo para a salde humana. Algumas das
bactérias Gram positivas estudadas sdo estirpes de Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureaus, Enterococcus faecalis ou Micrococcus luteus, enquanto as bactérias
Gram negativas analisadas incluem Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhimirium ou Vibrio cholerae [73]. O
mecanismo de acdo esta associado aos compostos extraidos das algas marinhas. Esses incluem
mudancas que ocorrem na permeabilidade das membranas, gracas a interacdo com proteinas e
lipidos neles presentes, ou a capacidade de inibir enzimas [74], [75]. Os florotaninos, laminaria,
sargafurano, acido peisondico, bromoficolideos, neurmenolidos, acetilmajapoleno e
ficobiliproteinas, fitol, fucosterol, neofitadieno, acidos palmitico, palmitoléico e oleico, séo
alguns exemplos dos compostos especificos extraidos das macroalgas que mostraram funcao

antimicrobiana [6].

1.6.1. Escherichia coli
As bactérias da espécie E. coli sdo Gram-negativas e pertencem a familia das
Enterobacteriaceae. As células tém a forma de bacilococcus e podem ser imoéveis ou moéveis
por flagelos. As estirpes de E. coli podem ser diferenciadas com base nos antigenios somaticos
(0), flagelares (H) e capsulares (K). Adicionalmente, a presenca de fimbrias e de outras

estruturas relacionadas desempenha um papel importante na viruléncia da bactéria [76]. Esta

32



bactéria cresce preferencialmente a temperatura de 37 °C. A E. coli pode estar presente no trato

gastrointestinal e ser inofensiva, como também causar diarreia e outras doencas intestinais [6].

As variantes da E. coli causam um numero significativo de mortalidade em todo mundo,
sendo que a principal fonte da bactéria é via alimentar. A maioria dos casos de surtos de origem
alimentar estdo associados a ingestéo de alimentos contaminados por E. coli. De acordo com a
literatura, extratos de macroalgas castanhas das espécies Scytosiphon lomentaria e Padina

pavonica inibiram o crescimento do serotipo de E. coli O157:H7 [6].

1.6.2. Salmonella enteritidis

A Salmonella é uma bactéria Gram-negativa que pertence a familia Enterobacteriaceae.
As células tém a forma de bastonetes (bacilos) imoveis ou moveis por flagelos. A salmonelose
é uma doenca de distribuicdo mundial e ocorre em humanos e animais. Os animais sdo 0s
principais reservatorios da doenca, sendo que esta € transmitida pelos alimentos, embora
também possa ser transmitida de pessoa para pessoa. Os surtos de intoxicacdo alimentar por

Salmonella s&o frequentes em todo mundo [6].

1.6.3. Pseudomonas aeruginosa
A P. aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa, baciliforme e aerdbia. Esta bactéria
encontra-se no solo, mas é capaz de sobreviver em ambientes mais hostis como a agua, a flora
da pele entre outros. Este patogénico pode causar doengas humanas como osteomielite,
endocardite, pneumonia, meningite, septicemia e infecdes do trato urinario e gastrointestinais.
Existem dados que mostram que em alguns paises as pessoas estdo a ter resisténcia a

antibidticos, pelo facto das Pseudomonas estarem a evoluir e tornarem-se mais resistentes [6].

1.6.4. Staphylococcus aureus

S. aureus é uma bactéria Gram-positiva pertencente a familia Micrococcaceae. As células
tém a forma de cocos, anaerdbias facultativas e apresentam-se frequentemente agrupados em
cacho e sdo imoveis. Quando em condicdes favoraveis, produz toxinas — enterotoxinas — que
sdo 0 agente responsavel pela intoxicacao alimentar. Estas toxinas sdo proteinas hidrossoliveis
e termorresistentes, mantendo a sua atividade mesmo apds a pasteuriza¢do. A destruicdo da
enterotoxina obtém-se pelo tratamento a 100°C durante pelo menos 30 minutos. A ingestdo de
uma toxina pré-formada em alimentos contaminados com este microrganismo causa

intoxicacOes alimentares [6].
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O S. aureus é a principal causa de gastroenterite, mas a contaminacéo pode ser facilmente
evitada por tratamento térmico de alimentos. A populacdo humana (30-50%) é portadora desta
bactérias, ou na pele ou no cabelo de animais de sangue quente, logo esta bactéria tem uma

resisténcia notoria a varios antibioticos [6].

1.6.5. Bacillus cereus

B. cereus € uma bactéria Gram-positiva pertencente a familia Bacillaceae. As células tém a
forma de bacilos, geralmente moveis, e formam esporos, aerdbica. A B. cereus produz 2 tipos
de enterotoxinas, a diarreica e a emética (induz o vomito), que sdo 0s agentes responsaveis pela
intoxicacdo alimentar. A toxina diarreica é uma proteina produzida durante o crescimento das
células. A toxina emética € um pequeno peptideo sem propriedades antigénicas, produzido
durante a fase estacionaria do crescimento e extraordinariamente resistente ao calor, a pH
extremos e a digestdo enzimatica. As intoxicacfes causadas por Bacillus cereus resultam da
ingestdo de alimentos contaminados com 0 microrganismo e/ou com as enterotoxinas que
produziu durante o seu crescimento. As intoxicacdes associadas a este microrganismo sao
normalmente de curta duragdo e pouco severas. Tém, no entanto, sido relatados diversos surtos

e casos esporadicos [6], [77].

Esta bactéria é um agente patogénico frequentemente difundido no solo e em plantas em
crescimento, no entanto também é capaz de crescer no trato intestinal de insetos e mamiferos.
A partir desses habitats, € facilmente disseminado para os alimentos, onde pode causar um tipo

de toxina emética ou diarreica [6].

1.6.6. Staphylococcus epidermidis

A S. epidermidis é uma espécie de bactéria Gram-positiva, em forma de cachos e tétrades e
caracterizada por ser coagulase negativa. Foi considerada uma bactéria comensal, porém sabe-
se que é um patogeénico oportunista, responsavel por infecdes hospitalares, atraves dos materiais
de plastico, bem como proteses, devido a sua capacidade de formar biofilmes. As patologias
associadas a esta bactéria podem causar, endocardite, pastulas de acne, furinculo abcessos,

entre outras associadas ao estado de imunossupressao [78].
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2. Objetivos

A costa norte da Peninsula Ibérica possui uma zona econdémica exclusiva bastante extensa,
sobre a qual tém sido criadas varias estratégias, de forma a impulsionar um desenvolvimento
econdmico baseado no conhecimento, na exploracdo sustentavel e num uso mais eficiente dos
recursos marinhos. A biotecnologia marinha tem sido um dos setores com maior crescimento,
destacando-se a exploracdo de organismos marinhos como uma fonte de compostos de valor
acrescentado, em particular de compostos biologicamente ativos. De facto, atualmente tem
existido um elevado interesse neste tipo de compostos, que devido as suas diversas propriedades
apresentam varias aplicagdes a nivel industrial, nomeadamente a industria farmacéutica,
cosmeética, alimentar, entre outras [7].

Dentro dos recursos marinhos, as algas, embora sejam utilizadas na alimentacdo e como
remédios tradicionais h& varios séculos, sdo ainda pouco explorados na Peninsula Ibérica,
apesar de haver alguns estudos com bons indicadores, que demonstram que estas podem ser
uma fonte promissora de compostos bioativos.

A elevada diversidade de espécies de algas presentes na costa norte da Peninsula Ibérica
aliada a elevada variabilidade que estas apresentam na sua composicao, fez com que mais
estudos tenham que ser feitos para a valorizacdo destes recursos.

Por isso, 0 objetivo deste trabalho é avaliar a capacidade de extratos de nove espécies de
macroalgas castanhas (Undaria pinnatifida, Himanthalia elongata, Pelvetia canalitulata,
Saccharina latissima, Bifurcaria bifurcata, Laminaria ochroleuca, Sargassum muticum, Fucus
spiralis, Ascophyllus nodosum) existente na costa norte da Peninsula Ibérica, em inibir o
crescimento de alguns dos principais agentes patogénicos responsaveis por distdrbios
alimentares. Isto é, as propriedades bioldgicas serdo avaliadas através da medi¢do da atividade
antibacteriana in vitro contra varios microrganismos (nomeadamente, E. coli, S. enteritidis, P.
aeruginosa, S. aureus, B. cereus e S. epidermidis).

Também se pretende avaliar o teor em composto antioxidantes dos extratos destas algas
através da determinacdo do teor fenolico total (TPC), do teor flavonoides totais (TFC) e da
determinacéo da atividade antioxidante total pelo método de reducéo do Ferro (do inglés FRAP)
e pelo DPPH-RSA.

De modo a estudar a influéncia da natureza dos solventes extratores na eficacia na extracao
de compostos bioativos das macroalgas castanhas foram utilizados cinco solventes organicos
diferentes: etanol (EtOH), cloroférmio (CHI), hexano (Hex), acetona (AcO) e acetato de etilo
(ACET).
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3. Materiais e Métodos

3.1. Preparacdo dos extratos de macroalgas

3.1.1. Amostragem e preparacao das amostras
As macroalgas utilizadas na realizacdo deste estudo foram cedidas pela empresa

ALGAMAR, sendo que a sua colheita foi realizada entre janeiro e marco de 2020.

As algas coletadas foram limpas exteriormente com agua desionizada para a remocéo de
impurezas, como areias, pulgas, entre outros. Seguidamente foram conservadas no congelador
a-20 °C. As amostras foram liofilizadas, porém uma hora antes foram colocadas no congelador
a -80 °C para facilitar a técnica. Apds a liofilizacdo, as algas foram moidas até se obter um po

fino e foram reservadas em tubos falcon no congelador.

3.1.2. Extragdo sélido-liquido

Pesou-se 0,600 g de cada amostra para frascos de ambar, adicionou-se 20 mL de cada
solvente (etanol-EtOH, cloroférmio-CHI, hexano-Hex, acetona-AcO e acetato de etilo-EtAc) e
deixou-se 24 h em agitacdo, a 15 rpm a 50 °C. O sobrenadante foi vertido para um novo tubo
falcon, e foi adicionado novamente 10 mL do mesmo solvente a cada amostra, nas mesmas
condicBes de agitagdo durante 1 hora. Este passo foi repetido por uma segunda vez, nas mesmas
condigdes, com a intencdo de retirar uma maior quantidade de compostos bioativos da alga. Por
fim, depois de recolhido o ultimo sobrenadante para os tubos iniciais, foi necessario centrifugar
a amostra, para separar o deposito do solvente, em que este Gltimo fica limpo e pronto a ser
vertido para novos tubos falcon. Por fim, 5 mL destas amostras foram secas num evaporador,
REACTI-THERM 111 #TS-18823, de modo a ficar apenas no tubo o extrato seco da amostra a
analisar, Figura 3.1.

Figura 3.1 - Evaporador REACTI-THERM |11 #TS-18823 e exemplo de um extrato seco.
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3.2. Andlise Quimica e Bioldgica
3.2.1. Avaliacédo do teor em compostos fenolicos e atividade antioxidante
Na avaliacdo de contetdos em compostos fenolicos e flavonoides e atividade antioxidante
presentes nos varios extratos das nove macroalgas castanhas foram utilizados quatro métodos
analiticos, TPC, TFC, DPPH-RSA e FRAP. Para execucdo laboratorial destes métodos foi
utilizado um espectrofotémetro de microplacas, Multi Mode Microplate Reader with Gen5 2.0
software (BioTek Instruments, USA) (Figura 3.2).

Figura 3.2 - Leitor de microplacas Multi Mode Microplate Reader with Gen5 2.0 software (BioTek
Instruments, USA).

No método TPC foi utilizado o reagente Folin — Ciocalteau e o antioxidante padrdo foi o
acido galico (AG). O reagente de Folin-Ciocalteu é constituido por uma mistura de
fosfomolibdato e fosfotungstato e tem como funcdo reduzir os antioxidantes fendlicos e
polifendlicos existentes numa amostra.

No ensaio TFC, o padréo antioxidante utilizado foi a (-) - epicatequina. No FRAP, o padréo
antioxidante foi acido ascorbico e o reagente FRAP (constituido por tampdo acetato, TPTZ e
FeCl3.3H20). No método DPPH-RSA o padrdo antioxidante utilizado foi Trolox (analogo da
vitamina E) e o radical reagente DPPH".

3.2.2. Determinacdo do TPC (Total phenolics content)

OTPC foi determinado por um ensaio colorimétrico baseado na reagcdo do reagente de
Folin-Ciocalteu, com os fendis presentes na amostra, produzindo um produto azul estavel. Este
ensaio consiste em efetuar uma mistura reacional composta por 25 pL de amostra/padrao/agua
desionizada, 75 L agua desionizada e 25 pL de reagente Folin — Ciocalteu (diluido com agua
na proporcao de 1:1). Ap6s 6 minutos, ao abrigo da luz, adicionou-se 100 puL de Na.COs (75 ¢
L1). Apds a incubagdo de 90 minutos, ao abrigo da luz, e a temperatura ambiente, a absorvancia
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das amostras foi medida a 765 nm, no leitor de microplacas. As curvas de calibracdo foram
realizadas na gama de concentracGes de acido galico (antioxidante padréo) entre 15,0 a 300,0
mg L1[71]. De acordo com Miller and Miller (2005) o limite de detecdo (LOD) e o limite de
quantificacdo (LOQ) foi calculado (curva de calibrago: abs=6.97 x 103 x mg L™ + 9.66 x 10-
% R=0,998; LOD= 1.18 mg L*; LOQ= 3.94 mg L™). Os resultados de TPC obtidos foram
expressos em mg de equivalentes de acido galico (GAE) por g de extrato (mg EAG/g extrato).
os ensaios foram realizados em triplicado (Figura 3.3).
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Figura 3.3 - Exemplo de uma microplaca com o ensaio TPC.

3.2.3. Determinacédo do TFC (Total flavonoids content)

O TFC foi determinado por um método colorimétrico baseado na formacdo de compostos
aluminio-flavonoides. O protocolo experimental da determinagdo de TFC em amostras consiste
em colocar uma mistura de reagdo na microplaca contendo 100 pL agua ultrapura, seguidos de
25 pL amostra/padrao/agua ultrapura e 10 pL NaNO- (50 g/L). Apds 5 minutos foi adicionado
15 pL AICIz (100 g/L) e ap6s 1 minuto da reacdo adicionou-se 50 pL NaOH (1 M). Para
finalizar utilizou-se (-) - epicatequina como padrdo antioxidante e foi lida a absorvancia no
leitor de microplacas a 593 nm [71]. Os resultados do TFC obtidos foram expressos em mg de
equivalentes de epicatequina (EEPI) por g de extrato (mg EEPI/g de extrato), todos 0s ensaios
foram realizados em triplicado (Figura 3.4).

As curvas de calibracdo foram efetuadas com soluc¢des aquosas de epicatequina na gama de
concentragdes de 15.0 a 300 mg /L (curva de calibragdo: abs= 6.97 x 102 x mg L-1 + 9.66 x
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107%; R=0,998). De acordo com Miller and Miller (2005) o limite de detecdo (LOD) e o limite
de quantificacdo (LOQ) foram calculados, tendo-se obtidos valores de 1.13 mg/L e 3.75 mg/L,

respetivamente.

Figura 3.4 - Exemplo de uma microplaca com o ensaio de TFC.

3.2.4. DPPH*-RSA (radical scavenging activity)

A avaliacdo da atividade antioxidantes das amostras através do método DPPH-RSA foi
determinado espectrofotometricamente a 517 nm. Para isso numa microplaca foram misturados
25 pL da amostra/padrdo com 200 pL da solugdo etandlica de DPPH*® (40 mg/L). A mistura,
vigorosamente agitada, foi deixada em repouso durante 30 minutos, ao abrigo da luz (para
estabilizar os valores de absorcdo), até ser efetuada a medicdo. Valores mais baixos de
absorvancia da mistura reativa indicam maior atividade de eliminacdo de radicais livres. A
curva de calibragdo foi preparada com solucdes etandlicas de Trolox [71] numa gama de
concentragdes a variar entre 20,0 a 200,0 mmol de Trolox L™, tendo sido obtido a seguinte
linearidade: abs=-1,57 x 10" x pmol L + 8.54 x 10'!; R=0,995; LOD= 4.23 pmol L e LOQ=
14.1 umol L. Os valores de DPPH-RSA calculados foram expressos em mg de equivalentes
de trolox / grama de extrato seco (mg ETR/g extrato). Todos os ensaios foram realizados em

triplicado (Figura 3.5).
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Figura 3.5 - Exemplo de uma microplaca com o método DPPH.

3.2.5. FRAP (Ferric reduction activity power)

A determinacdo da capacidade das amostras em reduzir o ferro, sob um pH acido, é
determinada através do ensaio FRAP (Fe?*-2,4,6-Tri(2-pyridyl)-s-triazine). De modo a
descobrir se o reagente DMSO (usado para dissolver as amostras liofilizadas) interferia na
determinacdo do FRAP foi necessario proceder a uma alteracdo no protocolo experimental do
método FRAP. Nesse sentido, preparam-se dois reagentes FRAP, em que um reagente continha
1 mL de DMSO e o outro ndo continha DMSO. O reagente FRAP continha tampé&o acetato (300
mmol/L), TPTZ (300 mmol/L) e FeCls.3H.O (20 mmol/L) (propor¢do de 10:1:1,
respetivamente). Utilizaram-se trés controlos, um constituido por 200 pL de dgua desionizada,
um segundo com 20 pL de &dgua desionizada e 180 pL de reagente FRAP com DMSO e por fim
20 pL de DMSO e reagente FRAP (este sem DMSO). Estes controlos foram realizados em
triplicado. O ensaio FRAP consistiu em adicionar na microplaca 180 uL do reagente FRAP
com DMSO e posteriormente 20 pL da amostra/padrdo. Posteriormente, as microplacas foram
revestidas com aluminio e dispostas numa incubadora a 37 °C durante 1h 30 min. A absorvancia
foi medida a 593 nm e a curva de calibracdo foi obtidas para solucdes de acido ascorbico de
concentragOes a variar entre 5,00 a 100,0 mg /L. A curva de calibragdo obtida foi, abs= 1,43 x
102 x mg L + 5.20 x 10, R=0,998, LOD= 1.63 mg L e LOQ=5.00 mg L*. Os valores de
FRAP foram expressos em mg de equivalentes de acido ascérbico / grama de extrato seco (mg
EAA/g extrato). Todos os ensaios foram realizados em triplicado (Figura 3.6).
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Figura 3.6 - Exemplo de uma microplaca com o método FRAP.

3.2.6. Avaliacéo da capacidade antimicrobiana

Para efetuar a avaliacdo da capacidade antimicrobiana, os extratos secos das macroalgas
castanhas foram dissolvidos em 2 mL de DMSO. De modo a garantir a total dissolucdo das
amostras quando necessario foi utilizado um vortex e ultrassons. Posteriormente, fez-se passar

a amostra por filtros de seringa com poro de 0,45 um por forma a tornar as amostras estéreis.

As a bactérias a serem usadas nos ensaios da atividade antimicrobiana foram inoculadas em
Mueller Hinton Broth e colocadas em crescimento durante 12 a 16 h a 37 °C. A partir desta
cultura mée, procedeu-se a normalizacdo do nimero inicial de unidades formadoras de coldnias.
Para tal, recorreu-se a leitura da turbidancia da cultura num espectrofotometro, SHIMADZU
UV-Visible Recording Spectrophotometer UV-160A, procedendo-se a diluigdo necessaria para
0 ajuste da leitura da absorvancia, com a finalidade de obter um valor entre 0,090 e 0,110 no
comprimento de onda de 600 nm. Este valor de absorvancia correspondente a uma turvacgdo a
escala de 0,5 de McFarland, conduzindo a um valor aproximado de 1 a 5x108 células/mL [71].
A atividade antimicrobiana dos extratos das macroalgas castanhas foi testada contra as
seguintes estirpes de bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 25923); Bacillus
cereus (ATCC 14579); Staphylococcus epidermidis (NCTC 11047) e Gram-negativos:
Escherichia coli (NCTC 9001); Salmonella enteritidis (ATCC 13676); Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 10145).
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Na preparacao das placas de Petri utilizadas nos ensaios, foram colocados 50 pL da bactéria.
De modo que as bactérias ficassem uniformemente distribuidas sobre o meio de cultura Mueller
Hinton Il Agar presente na superficie da caixa de Petri utilizou-se um espalhador estéril em
forma de T (VWR). Usando-se um marcador, as placas foram divididas em quatro quadrantes,
Figura 3.7, em trés dos quadrantes foram colocados 15 pL de cada extrato da macroalga
castanha (triplicado) e no quarto quadrante 15 pL de &cido latico a 40 % (V/V) (controlo
positivo). Por fim no meio da placa colocou-se DMSO como controlo negativo. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 h. A inibicdo do crescimento das bactérias promovida pelos extratos
das algas foi visualizada através da formacdo de zonas circulares de inibi¢do do crescimento
das bactérias. O diametro destas zonas de inibi¢cdo do crescimento ou halos de inibigdo foi
medido através de um paquimetro digital, Mitutoyo Digimatic Caliper. O processo de
preparacdo de placas de Petri, a sua incubacdo na estufa e todo o trabalho laboratorial foi

realizado numa cadmara de fluxo laminar, para garantir a esterilidade do processo.

- amostra em estudo O - 4cido latico - DMSO - Bactéria em estudo

Figura 3.7 - llustracdo da organizacdo das placas de Petri deste estudo para avaliagdo da atividade
antimicrobiana.
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4. Resultados e discussao

Sendo o objetivo principal deste trabalho estudar a capacidade das macroalgas em inibir o
crescimento de alguns dos principais agentes patogénicos responsaveis por distirbios
alimentares determinou-se o teor de compostos bioativos e as propriedades bioldgicas de
extratos de nove espécies diferentes de macroalgas castanhas (Undaria pinnatifida,
Himanthalia elongata, Pelvetia canalitulata, Saccharina latissima, Bifurcaria bifurcata,
Laminaria ochroleuca, Sargassum muticum, Fucus spiralis, Ascophyllus nodosum).

A determinacdo da composi¢do em compostos bioativos dos extratos de algas foi realizada
avaliando-se o perfil antioxidante por meio da determinacéo do teor fenolico e flavonoides total
(TPC, TFC) e da determinacdo da atividade antioxidante total pelo método de reducéo do Ferro
(do inglés FRAP) e DPPH*-RSA. Por outro lado, as propriedades biologicas foram avaliadas
através da medicdo da atividade antibacteriana in vitro contra varios microrganismos

(nomeadamente, E. coli, S. enteritidis, P. aeruginosa, S. aureus, B. cereus e S. epidermidis).

O rendimento da extracdo depende da técnica de extracdo selecionada, do tempo e da
temperatura, bem como do tipo de solventes de extracdo e da composi¢cdo quimica da amostra
de macroalgas. Usando a mesma técnica de extracdo e as mesmas condicdes de tempo e
temperatura, a natureza do solvente e as propriedades quimicas da amostra sao os dois fatores
mais importantes. O rendimento de extracdo (%) foi calculado de acordo com a equacdo 4.1,
em que P2 é o peso do cadinho mais a amostra seca, P1 peso do cadinho e PO peso inicial da

alga.

Rendimento de extragédo (%) = "1 x 100 Equagio 4.1

P2 -
PO
Os rendimentos obtidos para cinco extratos diferentes de nove espécies de macroalgas
marrons foram avaliados e estdo apresentados na Tabela 4.1. Como € possivel observar, o
rendimento de extracdo foi fortemente dependente da natureza do solvente. O maior rendimento
para todos os extratos das nove macroalgas castanhas foi obtido quando o EtOH foi usado como
solvente de extracdo. Os rendimentos de extracdo variaram de 14,6 a 38,8% s quando EtOH foi

usado como solvente de extracao.
4.1. Avaliacdo do teor em compostos fenolicos e atividade antioxidante

A riqueza de compostos bioativos nas macroalgas castanhas, como por exemplo,
antioxidantes e a sua atividade antimicrobiana, fez com que estas tivessem recebido bastante

atencdo a nivel da investigagdo. No entanto, foi possivel verificar que o teor de compostos

43



bioativos nos extratos varia de acordo com o método de extracao aplicado, sendo que a selecéo
do solvente pode ser critico, uma vez que uma extracdo eficiente depende do solvente de
extracdo [79], [80]. Por outro lado, na selecdo do solvente, é necessario considerar a sua

polaridade, a sua seguranca e também a protecdo ambiental.

Nesta dissertacdo, 0,6 g de macroalgas foram utilizadas numa extracdo solido/liquido
convencional, utilizando-se cinco solventes diferentes: EtOH, AcO, AcET, Hex e CHI. A partir
dos extratos obtidos avaliou-se rendimento de extracdo, conteido em compostos fenolicos

totais, atividade antioxidantes e antimicrobiana.

4.1.1. Determinacédo por TPC (Total phenolics content)

Os compostos fenolicos associados a atividade antioxidante, parecem ter um papel
importante na estabilizacdo da oxidac&o lipidica. Normalmente, 0 mecanismo antioxidante dos
compostos fendlicos é a inativacao dos radicais livres lipidicos e a prevencdo da decomposicao
dos hidroperoxidos em radicais livres. O facto de os compostos fendlicos pertencerem a uma
grande familia de substancias com diferentes composicfes e estruturas, tanto hidrossoluveis
quanto lipofilicas, faz com que os procedimentos de extracdo tenham uma variacao

consideravel.

As determinacGes dos valores de TPC devem ser consideradas como indicativos de
compostos fendlicos. Neste método existe algumas interferéncias devido a presenca de agucares
redutores e alguns aminodcidos nos extratos e que podem sobrestimar as determinacdes

experimentais efetuadas [15].

A quantificacdo do teor de fenois totais (TPC) foi determinada pelo método Folin-
Ciocélteau, sendo que os resultados obtidos estdo da Tabela 4.1. Os valores de TPC variaram
de 2,07 mg GAE/g (Pelvetia canaliculata extraida com Hex) a 211,83 mg GAE/g (Ascophyllus

nodosum extraido com AcET).

Apols a andlise dos resultados (Tabela 4.1) é possivel afirmar que todos os extratos
apresentaram diferencas significativas nos valores de TPC quer entre as diferentes espéecies de
algas quer entre os diferentes solventes usados na extragéo. Esta diferenca nos valores de TPC
deve-se a varios fatores como a espécie da macroalga, idade, localizacdo geografica e estacao
0 ano que afetam as variac6es no perfil fitoquimico das algas castanhas. Além disso, de acordo
com a literatura, as algas castanhas apresentam maior teor fendlico do que as algas verdes e
vermelhas [15], [54], [81]-[83].
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Os valores de TPC obtidos nos extratos da alga Undaria pinnatifida variaram entre 3 e 42
mg de GAE/g de extrato, na alga Himanthalia elongata de 6 a 163 mg de GAE/g de extrato, na
alga Pelvetia canaliculata variou de 2 a 87 mg de GAE/g de extrato, na alga Sacharina latissima
de 2 a 16 mg de GAE/g de extrato, na alga Bifurcaria bifurcata de 11 a 86 mg de GAE/g de
extrato, na alga Laminaria ochroleuca de 2 a 33 mg de GAE/g de extrato, na alga Sargassum
muticum de 8 a 42 mg de GAE/g de extrato, a alga Fucus spiralis variou de 10 a 185 mg de
GAE/qg de extrato e por fim na alga Ascophyllus nodosum de 6 a 212 mg de GAE/g de extrato.

Comparando os valores de TPC, os maiores teores foram obtidos nos extratos de A.
nodosum (117,2 a 211,83 mg GAE/g de extrato) e os menores valores nos extratos de S.
latissima (2,44 a 16,53 mg de GAE/g de extrato). As algas extraidas com acetona (AcO)
apresentaram maior contetdo em TPC. Porém nas algas L. ochroleuca e A. nodosum os valores
de TPC foram maiores quando se usou o solvente extrator acetato de etilo (AcEt). Por outro
lado, as algas extraidas com hexano (Hex) tiveram valores mais baixos de TPC, com excec¢do
das algas S. latissima, B. bifurcata, L. ochroleuca e S. muticum, em que os valores mais baixos

de TPC foram obtidos quando se usou o solvente etanol (EtOH).

O solvente extrator utilizado nas extracdes influencia o processo de extragdo dos compostos
bioativos existente nas macroalgas. Neste caso, o conteddo fendlico total foi claramente
influenciado pelo solvente de extracdo na seguinte ordem decrescente (Tabela 4.1):
ACET>AcO>CHI>Hex>EtOH. Sendo o EtOH solvente polar e solventes apolares CHI, Hex,
AcO e AcET.

De acordo com o que se encontra descrito nos artigos cientificos, a diminuicao da polaridade
do solvente resulta num aumento do rendimento dos compostos fendlicos, sendo que em
extratos etandlicos, o contetido polifendlico é maior do que nos extratos aquosos [59],[81], [84].
Nesse sentido, os resultados deste trabalho sdo concordantes com os resultados descritos por
Farvin and Jacobsen [59]. Efetivamente os solventes apolares apresentaram maior eficacia na
extragdo de compostos fenolicos. Por outro lado, ndo foi possivel comparar os resultados
obtidos com os resultados da literatura uma vez que o solvente, a agua ndo foi testada neste
trabalho.

Uma das explicacOes (para além da polaridade) para que os extratos etanolicos de
macroalgas castanhas apresentarem maior quantidade de compostos fendlicos do que os
extratos aquosos, deve-se ao facto do etanol precipitar a maioria das proteinas e deixar alguns
compostos fenolicos ligados de forma reversivel na solucéo [59].
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Por outro lado, Connan et al., 2004 [81], relataram que a grande variabilidade observada
nos contetidos fendlicos nas algas se deve a fatores ambientais externos como herbivoria, luz
profundidade, salinidade, nutrientes e sazonalidade, bem como de fatores intrinsecos, como
idade, comprimento e tipo de tecidos. Todos estes fatores podem atuar na regulacdo espaco
temporal das expressdes fendlico-metabolicas, induzindo variacdes qualitativas e quantitativas

entre algas.

4.1.2. Determinacdo TFC (Total flavonoids content)
Na determinacdo do conteudo de flavonoides totais, todos os extratos das macroalgas
castanhas ndo apresentaram conter, em quantidades detetaveis, compostos flavonoides na sua

Composigéo.

Estes resultados sdo consistentes com os obtidos por Balboa et al., 2013 [42], Lopez et al.,
2011 [80], Onofrejova et al., 2010 [60] e Zubia et al., 2009 [69]. Utilizando a mesma técnica
usada neste trabalho, estes autores ndo detetaram flavonoides nos extratos das macroalgas
castanhas. No trabalho descrito por Yonekura-Sakakibara et al., 2017 [85] também nao foi
detetada a presenca de flavonoides em micro e macroalgas. No entanto, Goiris et al., 2014 [86],
revelam a presenca de flavonas, isoflavonas e flavonoides em vérias linhagens evolutivas de
macroalgas como em Rodophyta, Chlorophyta e Ochrophyta. Em concordancia, Ruslin et al.,

2018 [87], detetaram a presenca de flavonoides nas espécies de algas Sargassum sp.e Padina
sp.

4.1.3. . Método DPPH-RSA (radical scavenging activity) e FRAP (Ferric reduction
activity power)

Nos ultimos anos, os antioxidantes naturais tém sido considerados uma alternativa aos

antioxidantes sintéticos, normalmente usados para prevenir doencas e oxidacdo de sistemas

alimentares complexos.

A atividade antioxidante dos extratos das macroalgas castanhas foi determinada usando-
se 0 método DPPH-RSA e FRAP. Relativamente ao primeiro método, este consiste na reducao
do radical DPPH® na presenca de um antioxidante doador de hidrogénio. A solucdo de DPPH",
apresenta uma cor purpura intensa com absor¢do maxima a 517 nm. No entanto, na presenca
de antioxidantes a cor desaparece devido & extingdo de radicais livres de DPPHe. Portanto,

guanto mais rapidamente a absorvancia diminui, mais poder antioxidante a amostra apresenta.
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Por outro lado, o ensaio FRAP, mede o potencial de reducao do complexo férrico-TPTZ
amarelo a um complexo ferroso-TPTZ azul, por um antioxidante sob condicBes acidas. E
expresso em equivalentes de acido ascorbico (AAE) e apresenta uma cor azul intensa com

méaxima absorc¢do a 593 nm.

Avaliando a Tabela 4.1, é possivel afirmar que todos os extratos de alga apresentaram
atividade antioxidante pelo método DPPH-RSA. Os valores de DPPH variaram de 0,50 (extrato
AcO Bifurcaria bifurcata) a 145,61 (extrato Hex Bifurcaria bifurcata) mg TR/g de extrato.
Com base nas medicbes de DPPH-RSA, os valores mais altos foram obtidos para os extratos
da alga Bifurcaria bifurcata (0,5 a 145 mg TR/ g extrato) e os valores mais baixos para a
macroalga Pelvetia canaliculata (2,46 a 16,06 mg TR/g de extrato) e na Sargassum muticum
(4,01 a 16,19 mg TR/g de extrato).

Avaliando os valores de DPPH-RSA por macroalga castanha, é possivel afirmar que
guando se usou o solvente de extracdo EtOH e AcO, obtiveram-se os valores mais baixos de
atividade antioxidantes, enquanto as macroalgas extraidas com o solvente AcEt e Hex
apresentaram valores mais altos de DPPH-RSA. Contudo, para os extratos da alga Fucus
spiralis, o etanol foi o solvente mais eficaz na extragdo de compostos bioativos (60,34 mg TR/g
de extrato). Assim sendo, e tal como foi visualizado com o método TPC, o solvente de extracdo
também influéncia os valores da capacidade antioxidante determinada pelo método DPPH-
RSA:

Nenhuma correlacao foi encontrada entre o rendimento da extracao, os valores de TPC

e DPPH-RSA, o que esta de acordo com os resultados reportados por Lopez et al., 2011 [80].

De acordo com Ldpez et al ., 2011 [80], na avaliacdo do DPPH-RSA, os extratos de S.
scoparium tiveram uma maior atividade DPPH-RSA em meio aquoso. Contudo, solventes com
maior polaridade obtiveram maior eficiéncia no rendimento de extra¢do. Para além disso, 0s
extratos com maior conteddo em composto polifendlicos também levaram a valores mais altos
de DPPH-RSA. Acresce que os resultados obtidos por Lopez sdo concordantes com 0s
resultados obtidos neste trabalho. Outra similaridade foi o facto de ambos os trabalhos, 0s
valores mais baixos de DPPH-RSA terem sido obtido quando se utilizou o EtOH como solvente
de extracdo.

O trabalho realizado por Balboa et al., 2013 [42] foi concordante com os resultados

obtidos por Lépez [80] e nesta dissertacao.
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Kuda et al., 2005 [88], mediram a capacidade antioxidante de quatro algas, P. kuromo,
S. lomentaria, N. decipiens e Porphyra sp., sendo que 0s extratos aquosos das algas em estudo
apresentaram capacidade antioxidante mais elevada do que os extratos etanolicos.

Contrariamente, nos trabalhos desenvolvidos por Sabeena Farvin et al., 2013 [59],
obteve-se uma correlacdo entre o rendimento de extracdo e a atividade de eliminacédo do radical
DPPH. Neste caso, somente 0s extratos etanolicos das espécies Fucus, P. fucoides e S. muticu
apresentaram atividade DPPH-RSA. Estes autores também concluiram que existia uma
correlacdo entre o método TPC e DPPH, sendo que, todos os extratos de agua mostraram alta
atividade antioxidante, embora as quantidades de fendlicos totais fosse menor que nos

etandlicos.

Siriwardhana, Lee, Kim, Ha e Jeon (2003) [89], relataram atividades de eliminacédo de
DPPH mais altas em extratos aquosos e metanolicos de Hizikia fusiformis (algas castanhas), do

gue em extratos em etanol, cloroférmio e acetato de etilo.

Em relagcdo ao método FRAP, analisando a Tabela 4.1, é possivel afirmar que todos os
extratos de alga apresentaram atividade antioxidante, os valores de FRAP variaram entre 0,87
(Pelvetia canaliculata extraida com Hex) a 79,97 mg de AAE/ g de extrato (Ascophyllus
nodosum extraido com AcET). A maior atividade antioxidante foi observada nos extratos Fucus
spiralis e Ascophylus nodusum (43 a 79 mg AAE/g de extrato), e no extrato de Himanthalia
elongata (62 mg AAE/g de extrato). Os solventes organicos com menos eficiéncia na extracao,
e consequentemente valores mais baixos de FRAP, foram o Hex e o CHI. Enquanto que com

os solventes AcO e AcET obtiveram-se os valores mais altos de FRAP.

Sendo assim, é possivel denotar que tanto para o TPC e DPPH-RSA, a medicdo FRAP
também for afetada pela natureza dos solventes utilizados na extra¢do dos compostos bioativos.
N&o foi possivel encontrar uma correlagdo entre os valores de FRAP e o rendimento e os valores
de DPPH-RSA, contudo foi observada uma correlacdo entre os valores de TPC e FRAP
(r=0,9475), figura 4.1.
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Figura 4.1 - Correlagdo entre os valores de TPC e FRAP (r = 0,9475).

Jiménez-Escrig et al., 2001 [90], relataram que o poder redutor medido pelo ensaio
FRAP foi detetado em extratos de Fucus vesiculosus, Laminaria ochroleuca e Porphyra
umbilicalis, mas ndo em extratos de Undaria pinnatifida e Chondrus crispus, sendo que, neste

trabalho, os extratos de Undaria apresentaram atividade FRAP.

Kuda et al., 2005 [88], obtiveram maior poder redutor nas macroalgas castanhas, com o
método FRAP, quando usaram &gua como solvente de extracdo e menor valores de FRAP

guando usaram o solvente

Por outro lado, Sabeena Farvin et al., 2013 [59], obtiveram conclusdes um pouco
diferentes, afirmando que quanto maior o rendimento de extracdo maior o poder redutor, o que
ndo foi possivel observar nos resultados obtidos neste estudo. Contudo, como resultado similar,
foi possivel observar uma correlacéo entre o teor fendlico total (TPC), sendo que quanto mais
alto o TPC, maior a reducdo do ferro férrico, o que sugere que os polifenois das algas podem

ser 0s principais constituintes responsaveis por esta propriedade.

O estudo de Sabeena também confirma o elevado poder redutor das espécies de algas
Fucus, que relacionam esse elevado poder com a presenca de fucoidan. Os extratos etanolicos
também apresentaram menor poder redutor quando comparadas com extratos aquosos, 0 que
indica que compostos hidrofilicos afetam as capacidades redutoras [59]. Para finalizar, nesse
trabalho foi efetuado uma analise de componentes principais (PCA), separadamente, para obter
uma visao geral das semelhancas e diferencas entre as 16 espécies de algas e investigar a relacao

entre o TPC, composic¢do fendlica e os diferentes ensaios antioxidantes. A espécie Fucus
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apresentou uma correlacdao positiva entre 0 TPC e capacidade antioxidante. A espécie M.
Stellatus continha altos valores de &cido hidroxibenzoico, mas apresentou um poder
antioxidante mais baixo, indicando que este composto podera ter tido um efeito negativo nestas
propriedades. Concluiu também que um alto teor fendlico se correlaciona com varias atividades
antioxidantes, com a excecdo da atividade quelante Fe?*, o que indica que os polifendis das
algas sdo um dos componentes ativos dos extratos estudados. P. fucoides e a espécie Fucus
apresentaram melhor poder redutor, inibicdo da peroxidacdo lipidica e elevado conteudo

fendlico total.

Em suma, é possivel afirmar que a escolha do solvente extrator influéncia a quantidade de
compostos bioativos extraidos, sendo a sua escolha um ponto fulcral para otimizagdo do
processo e consequentemente uma melhoria nos resultados de TPC e atividade antioxidante.
Todos os extratos de macroalgas apresentaram contetdo fendlico e atividade antioxidante nos
dois métodos apresentados. A diferenca de resultados entre as macroalgas castanhas deve-se a
varios fatores como a espécie, idade, localizagcdo geografica e estacdo do ano, que afetam
diretamente as varia¢6es no perfil fitoquimico das algas. Extratos extraidos com solventes com
maior polaridade obtiveram maior eficiéncia. Nao foi possivel encontrar uma correlacao entre
o rendimento de extracdo, TPC e DPPH®*-RSA contudo, observou-se uma correlagdo entre o
TPC e 0 método FRAP (r=0,9475).
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Tabela 4.1 - Rendimento de extracdo, valores de TPC, DPPH-RSA e FRAP dos extratos em estudo.

Rendimento

N TPC DPPH FRAP
Macroalgas Solventes | da eé;z?gao (MgGAEQ) DPR (%) (mgtrolox/g) DPR(%) (MGAAE/Q) DPR(%)
EtOH 38.8 3.68+0.35 9.56 1.06 + 0.04 4.09 1.50+£0.02 1.12
ACO 3.40 415+ 3.95 9.53 13.79 £ 0.92 6.68 15.89+£1.23 7.76
AcET 2.40 16.53 £ 1.46 8.84 46.55 + 0.97 2.09 9.51+0.62 6.55
Hex 2.20 3.46 £ 0.30 8.73 33.92+2.86 8.43 1.78 £ 0.17 9.37
CHI 3.20 10.29 £ 1.07 10.41 36.32+1.71 471 8.05+0.47 5.82
EtOH 27.0 30.26 £ 2.28 7.54 ND 10.26 £ 1.83 17.83
ACO 3.60 162.22 +5.98 3.69 5.19+0.51 9.88 62.98 + 2.27 3.60
AcET 0.20 53.34 +4.45 8.35 54.24 + 3.26 6.01 28.12+2.45 8.70
Hex 2.10 6.60+0.22 3.28 75.33+£8.52 11.31 2.76 £0.10 3.72
CHI 3.20 13.07 £ 0.45 3.47 16.52 +2.09 12.66 4.87+0.58 11.92
EtOH 15.6 49.49 +3.32 6.71 ND 12.88£0.71 5.54
ACO 12.2 87.32+2.9 3.32 2.46 £0.16 6.69 21.14£0.52 2.45
AcET 6.90 35.61+3.25 9.13 16.06 + 0.84 5.21 13.07+0.2 1.52
Hex 7.60 2.07+0.17 8.31 5.98 + 0.57 9.62 0.87 £ 0.08 9.76
CHI 7.70 7.66+£0.43 5.67 7.58+0.79 10.41 5.39+0.29 5.43
EtOH 18.0 2.44 £ 0.17 7.11 1.23+0.02 1.84 1.97 £ 0.03 1.42
ACO 2.90 16.53 £ 0.63 3.82 21.59+1.38 8.32 8.56 + 0.27 3.12
AcET 1.40 13.36 £ 0.89 7.21 24.87 +2.29 9.2 6.88 + 0.37 5.37
Hex 1.70 3.69+0.27 7.43 1259+0 0 2.48 +0.25 10.22
CHI 0.60 7.36+0.32 4.32 5.97 +0.53 8.92 3.02+0.11 3.72
EtOH 24.1 11.39+£0.32 4.50 73.54 £ 295 4.01 2.76 £0.15 5.48
ACO 10.8 86.08 + 5.54 6.44 0.50+0.03 5.05 35.38+2.16 6.10
AcET 4.40 21.88+0.94 4.32 110.58 +5.09 4.61 3.46+0.28 8.15
Hex 1.60 18.82 £ 0.85 4.50 145.61 + 4.6 3.16 3.60+0.31 8.55
CHI 4.40 16.81 £ 0.77 4.59 107.28 £ 8.95 8.34 2.86 £0.17 5.92
EtOH 19.2 2.81+0.25 8.78 5.38£0.18 3.27 18.33 £ 1.27 6.94
ACO 0.80 14,59 + 0.75 5.14 22.83+1.59 6.98 2.21+0.14 6.48
AcET 1.40 32.46 +2.54 7.83 72.73+4.01 5.52 18.33 £ 1.27 6.94
Hex 0.60 3.78+0.24 6.30 56.95 + 3.09 5.43 221+£0.14 6.48
CHI 2.10 11.82+£1.01 8.52 6.13+£0.13 2.11 7.14 £ 0.56 7.86
EtOH 17.9 8.31+£0.33 3.97 4.01+0.23 5.77 4.18+0.10 2.46
ACO 3.40 25.89 £ 2.54 9.82 548 +0.21 3.84 17.46 £ 1.09 6.27
AcET 0.30 41.63 +3.97 9.53 16.19 +1.08 6.69 18.33+1.51 8.22
Hex 2.00 10.38 £ 0.41 3.91 6.06 + 0.62 10.16 5.99+0.29 4.90
CHI 2.10 15.35+0.97 6.31 4.65 £ 0.39 8.31 6.16 + 0.65 10.48
EtOH 14.6 95.75+5.28 5.51 60.34 + 3.07 5.08 46.27 £ 2.28 4.93
ACO 7.80 184.22 +12.82 6.96 57.48 + 2.08 3.62 48.18 + 1,00 2.09
AcET 5.30 123.67 + 4.50 3.64 52.87 +3.14 5.93 68.97 + 4.54 6.58
Hex 5.70 10.91+0.49 4.46 56.35 + 2.43 4.31 3,00+ 0.07 2.24
CHI 7.00 17.15+1.24 7.23 53.2 £ 3.86 7.26 3.93+0.27 6.82
EtOH 18.2 117.2 £6.33 5.4 52.52 +2.27 4.31 43.69+1.03 2.37
ACO 15.4 183.13£5.3 2.89 73.3+2.26 3.08 59.97 £ 2.03 3.38
AcET 10.3 211.83+18.22 8.60 89.8£4.28 4,77 79.97 +1.11 1.39
Hex 8.00 6.18 +0.36 5.82 3.76£0.18 4.88 8.09 £ 0.007 0.86
CHI 9.40 23.73+0.80 3.38 29.05+1.26 4.34 14.36 £ 0.92 6.38
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ND — Néo detetavel

4.2. Atividade antimicrobiana
Na avaliacdo da atividade antimicrobiana foi possivel observar as diferencas dos extratos

.....

enteritidis, P. aeruginosa, S. aureus, B. cereus e S. epidermidis.

Na Figura 4.1, apresenta-se uma comparagéo de duas placas utilizadas na avaliacdo da
atividade antimicrobiana promovida por extratos da macroalga Bifurcaria bifurcata. Conforme
se pode observar na Figura 4.1A os extratos de Bifurcaria bifurcata ndo inibiram o crescimento
da bactéria E. coli enquanto na Figura 4.1B, os circulos representam a inibi¢do ao crescimento
da bactéria S. epidermidis. O didmetro dos circulos de inibigdo foi medido com um paquimetro
digital, tendo sido calculado uma média entre as trés repeticdes feitas na mesma placa e o seu

respetivo desvio padrao.

Figura 4.2 - Placas da macroalga, Bifurcaria bifurcata (9), com o mesmo solvente, mas diferentes bactérias
(A: Escherichia coli e B: Staphylococcus epidermidis).

Na Tabela 4.2 apresenta-se a atividade antimicrobiana promovida para todos os extratos das
nove macroalgas castanhas que foram extraidas com 5 solventes organicos diferentes. Foi
possivel observar que a atividade antimicrobiana apresentada pelos extratos das macroalgas é
influenciada pela natureza do solvente utilizado na extracdo. Na realidade, para uma mesma
macroalga dependendo do solvente extrator, pode ocorrer ou ndo inibigdo ao crescimento
bacteriano. O controlo positivo, &cido latico permitiu uma inibicdo ao crescimento,

apresentando diametros de inibicdo de 18,80+ 3,18 mm para Gram-negativa e 17,50+ 3,59 mm
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para Gram-positiva. O DMSO, controlo negativo, ndo teve qualquer atividade inibitoria contra

nenhuma das bactérias em estudo.

O facto de ndo existir uma norma para realizar uma avaliacdo qualitativa e de forma a
classificar os didmetros de zonas de inibigéo, na presente dissertacdo adotou-se a classificacéo
dos diametros de inibicdo proposta pela Clinical and Laboratory Standards Institute: Wayne,
NJ (CLSI). As medicdes dos diametros de inibicdo tém trés categorias, suscetiveis (S>20 mm),
intermediarias (I, 15-19 mm) e resistentes (R, < 14 mm) [91]. Assim sendo, os resultados

obtidos irdo ser discutidos com base nesta classificacéo.

Tendo em conta os resultados apresentados na Tabela 4.2 e no Anexo A, a macroalga
Undaria pinnatifida ndo mostrou qualquer inibicdo ao crescimento das bactérias S. epidermidis
e P. aeruginosa. Para as bactérias E. coli e S. aureus apenas houve inibi¢do na macroalga cujos
extratos foram obtidos com o solvente AcO e CHI, respetivamente. Na bactéria B. cereus s
nos extratos com o solvente AcEt é que ndo houve inibicdo ao crescimento, tendo todos 0s
outros extratos apresentado inibicdo ao crescimento desta bactéria. Finalizando com a S.
enteritidis, esta bactéria foi inibida por todos os extratos desta macroalga. O maior didmetro de
inibicdo obtido foi de 11,81+0,30 mm, contra a S. enteritidis, com o solvente AcEt (6,65
mg/mL). Nesta macroalga é possivel afirmar que todas as bactérias podem ser consideras

resistentes, pelo facto de os seus didmetros se encontrarem inferiores a 14 mm.

Abdul-Rehman Phull et al., 2017, avaliaram a atividade antifungica e antimicrobiana do
fucoidan da macroalga Undaria pinnatifida e concluiram que teve a maior atividade
antibacteriana foi obtida contra a bactéria S. aureus (G-positiva) [92]. No entanto, neste estudo
os resultados foram contraditérios e apenas o extrato da Undaria pinnatifida obtido com CHI

revelou um halo pequeno de inibicdo (9,75 mm) para este microrganismo.

Os resultados na Tabela 4.2 mostram que o0s ensaios com S. enteritidis (Gram-negativa)
contra os extratos da Undaria Pinnatifida se obteve didmetros de auséncia de crescimento entre
5,21 (hexano) a 11,81 mm (AcEt). Relativamente ao B. cereus (Gram-positiva) apesar de se
observarem halos com quatro dos cinco extratos avaliados, os diametros foram menores, entre
5,19 (Hex) e 5,74 (CHI), logo menor sensibilidade desta bactéria aos extratos. Foi descrito que
as bacterias Gram-positivas sdo mais suscetiveis ao extrato de macroalgas devido a variacédo da
estrutura e composicdo da parede celular e que as paredes celulares das bactérias Gram-
negativas atuam como uma barreira para diferentes antibidticos e condi¢bes ambientais [92].
N&o foi possivel comprovar esta teoria nesta dissertacdo, porque os extratos da Undaria
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pinnatifida apresentaram maior atividade antimicrobiana numa bactéria Gram-negativa (S.
enteritidis) e auséncia de atividade numa Gram-positiva (S. epidermidis). Assim, seria de
esperar que os extratos da Undaria pinnatifida tivesse maior atividade antimicrobiana, como
refere Abdul-Rehman Phull et al., 2017.

Por outro lado, Patra et al., 2017, determinaram a atividade antimicrobiana com o0leo
extraido da macroalga U. pinnatifida designado de “UPEO” [93]. Os resultados obtidos foram
equivalentes aos descritos neste estudo, ou seja, obteve-se maior atividade contra as bacterias

Gram-negativas, como exemplo a Salmonella, do que na Gram-positiva S. aureus.

Pourhajibagher et al., 2019 [94], avaliou a eficiéncia da atividade antimicrobiana de resinas
acrilicas dopadas com diferentes concentracfes de U. pinnatifida apds a ativacdo com diodo
emissor de luz (LED) na producdo de danos fotodindmicos em microbioma multiespéecie
produtos de biofilme, foi também avaliada a capacidade da ferredoxina, um aceitador de
eletrbes nas vias metabdlicas de U. pinnatifida, que pode descarregar eletrbes produzidos a
partir da clorofila-a fotoexcitada pela irradiacdo LED. Os resultados mostraram que esta
macroalga ndo apresentou nenhuma atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas,
que neste caso foram Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis e Lactobacillus

acidophilus.

Os extratos da Himanthalia elongata nao inibiram o crescimento da bactéria S. aureus, e
para a S. epidermidis s6 houve inibi¢do com o extrato obtido com solvente EtOH. Dois extratos
(ACET e CHI) demonstraram inibir a E. coli e outros dois para a P. aeruginosa (EtOH e Hex).
No que diz respeito ao B. cereus apenas ndo se obteve qualquer halo de inibi¢cdo com os extratos
de Hex e CHI. Enquanto, com a S. enteritidis o Unico extrato que ndo promoveu inibigéo foi o
extrato obtido com o solvente Hex. Contudo, esta Gltima bactéria, foi a que apresentou um
maior diametro de inibicdo (11,67+0,85 mm), com o solvente AcO (6,40 mg/mL). Apesar dos
didametros obtidos, pode afirmar-se que todas as bactérias podem ser consideras resistentes a

estes extratos, pelo facto de os seus didmetros se encontrarem abaixo de 14 mm.

De acordo com Martelli et al., 2020, a atividade antimicrobiana de Himanthalia elongata é
maior contra bactérias Gram-negativas o que corrobora com os resultados obtidos neste
trabalho [95]. O mesmo se sucedeu com os trabalhos desenvolvidos por Cox et al., 2014, em
que o extrato desta macroalga apresentou uma maior percentagem de inibi¢éo contraa S. abony
(G-negativa) e menor percentagem de inibicdo contra a L. monocytogenes (G-positivo).
Contudo ambos os autores justificam estes resultados (contrarios ao que estavam descrito:
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bactérias Gram-positivas sdo mais suscetiveis a agentes antimicrobianos do que as Gram-
negativas), devido ao facto de as Gram-negativas possuirem poros que deixam as substancias
hidrofilicas mover-se livremente [84]. Contrariamente, Rajauria et al., 2010, obtiveram
atividade antimicrobiana para extratos de H. elongata tanto para bactérias Gram-positivas como
Gram-negativas. Contudo, obtiveram maior inibicdo nas Gram-positivas do que contra as
Gram-negativas [96]. Para uma comparacdo mais exaustiva seria necessario utilizar o mesmo
protocolo elaborado por Rajauria, ou seja, efetuar o mesmo processo de extragdo assim como

coletar a alga H. elongata na mesma estacdo do ano.

Relativamente aos extratos da macroalga Pelvetia canaliculata, nenhuma bactéria foi
inibida de crescer quando em contacto com a maioria dos extratos desta macroalga. Quando se
usou a bactéria S. epidermidis apenas o extrato com AcO exibiu capacidade inibitdria (10.84
mm). Para a B. cereus e a P. aeruginosa o Unico extrato que inibiu foi o EtOH (34,05 mg/mL)
(7,05 e 13,01 mm, respetivamente). Os extratos obtidos com EtOH, AcO e CHI foram os que
permitiram inibicdo para o crescimento da bactéria S. enteritidis (9,14; 10,06 e 4,43 mm,
respetivamente). Porém, as bactérias sdo todas consideradas resistentes, porque o seu diametro

de inibicdo foi inferior que 14 mm.

Os unicos dados encontrados na literatura relativamente a macroalga Pelvetia canaliculata,
esta relacionado com a atividade antifingica sendo que esta macroalga demonstrou uma boa

inibicdo contra A. flavus [97].

Os extratos da Saccharina latissima, apresentaram inibicdo contra o crescimento de
todas as bactérias. Foi também a macroalga com maior nimero de extratos (EtOH, AcO e CHI)
com capacidade de inibir o crescimento da E. coli. Todos o0s extratos (com 0s cincos solventes)
inibiram a atividade da P. aeruginosa (10,55 a 12,00 mm) A bactéria S. enteritidis s6 foi inibida
com o extrato obtido com AcO (3,65 mg/mL), sendo que foi o extrato que permitiu um maior
didmetro (15,38+0,31 mm) de inibicdo. Por outro lado, a S. epidermidis sé teve inibi¢do pelos
extratos efetuados com os solventes AcO e AcEt (13,41 e 6,98 mm, respetivamente). Na B.
cereus e S. aureus sO houve um solvente que ndo conseguiu inibir as bactérias, sendo
respetivamente, o CHI e o AcO. As bactérias podem ser consideradas de resistentes a

intermedidrias, sendo que os seus diametros se encontram menores de 14 mm até 16 mm.

Em forma de comparacdo, Gupta e seus et al., 2013, estudaram a atividade
antimicrobiana de algumas algas castanhas, em concreto, da S. latissima [98]. Em termos de

resultados, estes autores obtiveram uma inibicdo de crescimento muito elevada contra L.
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monocytogenes, S. abony e P. aeruginosa, ou seja, espécies Gram positivas e Gram-negativas,

resultados que séo concordantes com os obtidos nesta dissertacao.

Os extratos da macroalga Bifurcaria bifurcata, com a excecdo da E. coli, mostraram ter
uma grande capacidade inibitdria perante todas as bactérias. O maior didmetro de inibicéao foi
exibido com a bactéria B. cereus (23,45+0,35 mm), com o extrato obtido com o solvente AcO
(27,95 mg/mL). Observando a Tabela 4.2 pode-se dizer que maior parte das bactérias, com a
excecdo da E. coli, podem ser consideradas intermediarias e algumas suscetiveis, pelo facto de

os seus diametros se encontrarem entre 15 mm a > 20 mm.

De acordo com os dados obtidos, esta macroalga mostrou ter uma capacidade inibitéria
muito favoravel quer com Gram-positivas quer com Gram-negativas. Pelo facto de apresentar
inibicdo as bactérias em estudo (exceto E. coli) qualquer que seja o solvente organico utilizado
nas extragdes dos compostos bioativos, quer pelos diametros de inibicdo apresentados (maiores
nesta macroalga) esta macroalga é que que tem maior atividade antimicrobiana. De acordo com
a literatura, varios autores [99]-[101], obtiveram o mesmo tipo de resultados, ou seja, esta
macroalga também ndo mostrou inibicdo a E. coli, mas mostrou ter uma alta atividade

antimicrobiana contra outras bactérias.

Horta, et al., 2016, utilizou a macroalga Bifurcaria bifurcata e testou a capacidade
antimicrobiana tendo obtido resultados um pouco diferentes. Os autores demonstram que nao
existiu atividade antimicrobiana contra E. coli, 0 que esta de acordo com os resultados desta
dissertacdo, mas também que ndo houve inibicdo na P. aeruginosa, Saccharomyces cerevisiae
e Salmonella enteritidis, mas contra as bactérias B. subtilis e S. aureus sofreram inibi¢cdo [100].
Outro estudo, mostrou que o maior didmetro obtido foi contra P. aeruginosa, mas também
houve atividade contra a E. coli e a S. aureus. Contudo o solvente utilizado na extracédo foi o
metanol o que evidencia que diferentes solventes devolvem obter respostas distintas, o que

também foi comprovado nesta dissertacéo [99].

Os extratos da macroalga Laminaria ochroleuca, mostraram capacidade de inibir a
bactéria P. aeruginosa (qualquer que seja o solvente; 4,53 a 11,55 mm). Para as bactérias B.
cereus e S. aureus, s6 ndo houve inibi¢do do crescimento destas bactérias com o extrato obtido
com Hex. A bactéria S. enteritidis foram inibidas de crescer com 0s extratos de Laminaria
ochroleuca obtidos com EtOH e CHI. Por fim, a E. coli e a S. epidermidis, s6 foram inibidas
guando se utilizou o solvente CHI e AcO, respetivamente. A E. coli exibiu o maior didmetro de

inibicdo (12,76+4,38 mm) quando a extragdo ocorreu com o solvente CHI (4,05 mg/mL). Os
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didametros obtidos foram abaixo de 14 mm o que se pode considerar que as bactérias sao

resistentes.

De acordo com Boujaber et al.,, 2016, a atividade antimicrobiana da Laminaria
ochroleuca foi maior com extratos obtidos com diclorometano ou metanol [102]. Por outro
lado, € de notar que os extratos desta macroalga inibiram a P. aeruginosa, S. faecalis (Gram-
positiva), S. aureus e E. coli, 0 que em contraste com a presente dissertacao que ndo apresentou

inibicdo contra E. coli mas apresentou para P. aeruginosa e S. aureus.

Os extratos obtidos da Sargassum muticum (com todos os solventes), foram capazes de
inibir, duas bactérias, a P. aeruginosa e B. cereus. Sendo que o maior diametro de inibicédo foi
contra a P. aeruginosa (11,89+£3,04 mm), com a utilizacdo do solvente de extracdo AcEt (3,15
mg/mL) (Figura 4.3). N@o houve qualquer inibicdo quando se utilizou a bactéria E. coli. Na S.
epidermidis houve inibicdo apenas com os extratos obtidos com EtOH e AcEt, para a bactéria
S. enteritidis s6 houve inibicdo para o extrato de CHI e por fim para a S. aureus houve inibicéo
para os extratos com EtOH, AcEt e CHI. Para os extratos desta macroalga € possivel afirmar
que todas as bactérias podem ser consideras resistentes, pelo facto de os seus didmetros se

encontrarem inferiores a 14 mm.

Figura 4.3 - Atividade antimicrobiana da macroalga Sargassum muticum. (A: menor didmetro de

inibicdo (crescimento retardado) e B: maior didmetro de inibig&o).

Vinayaga Moothi et al., 2015, concluiram que os extratos obtidos com os solventes,
acetona e cloroférmio exibiram maior atividade antibacteriana contra bactérias patogénicas
humanas em comparagéo ao extrato obtido em metanol. Extratos obtidos de solventes, como
acetona e cloroférmio, inibiram as bactérias, como Micrococcus sp., S. paratyphi B, Salmonela
typhi, S. aureus e S. fleschneri, com diametros de 11 mm [103]. Foi também observado que os
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extratos solventes testados foram altamente eficientes contra bactérias Gram-negativas em
comparagdo com bactérias Gram-positivas. Estes resultados sdo distintos dos obtidos nesta
atividade experimental, uma vez que o extrato que deu origem a um e maior didmetro foi o
obtido com AcEt e apresentou maior resposta para Gram positivas do que negativas. Contudo,
Mishra, contradiz com o seu estudo em que analisou o potencial bioativo de quatro espécies de
algas inclusive Sargassum wightii que mostrou ser uma macroalga mais eficaz contra bactérias
Gram-positivas, como exemplo S. aureus, e bactérias Gram-negativas, como E.coli e P.
aeruginosa. Sugerindo assim que esta macroalga tem um grande potencial antibacteriano,

dependendo da sua composicao bioquimica [104].

Os extratos da Fucus spiralis, ndo mostraram ter grande capacidade inibitéria. O extrato
obtido com AcO foi o Unico capaz de inibir a bactéria B. cereus, S. aureus e S enteritidis. Sendo
gue o maior diametro inibitorio obtido, foi com a S. enteritidis (13,49+3,12 mm), com o extrato
de AcO (19,30 mg/mL). O extrato de CHI foi o Unico que inibiu a E. coli. Para a bactéria S.
epidermidis, esta foi inibida com os extratos de AcEt e de Hex. Para os extratos desta macroalga
é possivel afirmar que todas as bactérias podem ser consideras resistentes, pelo facto de os seus

didmetros se encontrarem inferiores a 14 mm.

De acordo com Freitas, et al., 2020, que avaliou a capacidade antimicrobiana de Fucus
spiralis contra duas bactérias Gram-positivas, uma delas a S. epidermidis e obteve como
resultados a inibicdo do crescimento destas bactérias [105]. Estes resultados sdo concordantes
com os apresentados nesta tese, visto que, os extratos desta macroalga apresentaram mais
inibicdo contra bactérias Gram-positivas, sendo que a S. epidermidis conseguiu ser inibida com

extratos obtidos com dois solventes diferentes.

Para finalizar, ndo houve nenhuma bactéria que fosse totalmente inibida pelos extratos
da Ascophyllus nodosum. No entanto, a E. coli apenas foi inibida com o extrato obtido com
EtOH (13,63 mm), acontecendo 0 mesmo com a bactéria S. aureus (17,70 mm). Dois extratos
obtidos por solventes diferentes inibiram a B. cereus (AcO e Hex) e a S enteritidis (EtOH e
CHI). A P. aeruginosa foi inibida pelo extrato com AcO (15,28 mm) e para finalizar a bactéria
S. epidermidis foi inibida pelos extratos obtidos com EtOH, AcO e AcEt. O maior diametro de
inibicdo foi obtido com B. cereus (18,24+4,26mm), tendo a extracdo ocorrido com o solvente
AcO (32,35 mg/mL) (Figura 4.4). De acordo com o padrdo admitido para classificar

qualitativamente, o extrato desta macroalga apresenta boa inibicdo, sendo que as bactérias
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podem ser consideradas de intermediarias a suscetiveis, pelo facto de os seus didmetros estarem

maioritariamente entre 14 a 20 mm.

Figura 4.4 - Atividade antimicrobiana dos extratos da macroalga Ascophyllus nodosu (A: menor didmetro
de inibigdo (crescimento retardado) e B: maior didmetro de inibicao).

De acordo com Jiménez, et al., 2010, esta macroalga apresentou uma forte atividade
antibacteriana que foi notavelmente maior do que dos controlos positivos. O extrato de acetona
foi o mais eficaz contra bactérias Gram-positivas [106]. Esta macroalga também obteve étimos
resultados na literatura contra a bactéria E. coli, o que foi possivel visualizar nos resultados
apresentados na Tabela 4.2, que houve inibi¢do para o solvente EtOH mas que foi uma boa

inibicdo, sendo esta bactéria, pela avaliagdo qualitativa escolhida, intermediaria [107].

Na figura 4.5 esta representado graficamente a média dos didmetros obtidos, em que o0 maior
didmetro corresponde a uma maior capacidade antimicrobiana. Dito isto, € possivel verificar
gue a macroalga Bifurcaria bifurcata é a que apresenta uma atividade antimicrobiana superior,
ndo descartando a alga Ascophyllus nodosum que tém uma capacidade de inibir fortemente as
bactérias, pelo facto dos seus didmetros terem um valor elevado, mesmo nao apresentando

resposta inibitdria a todos as bactérias.
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Figura 4.5 - Didmetro médio das macroalgas castanhas em estudo.

Depois desta breve analise é possivel concluir que a bactéria E. coli apresenta resisténcia
a quase todas as algas em estudo e a P. aeruginosa, S. epidermidis e B.cereus as mais afetadas
pelas macroalgas em estudo (figura 4.6). Por outro lado, os extratos da macroalga Bifurcaria
bifurcata apresentam uma boa resposta inibitoria a todas as bactérias, a exce¢do da E. coli. A
espécie das bactérias, ndo é um fator chave na resposta antimicrobiana, porque a resposta ndo
foi idéntica entre espécies perante as diferentes macroalgas. Contudo, podemos afirmar que 0s
maiores didmetros de inibicdo, entre os extratos, foram para as bactérias da espécie Gram-
negativas. Sendo que, de acordo com a literatura supra referida, a producdo de compostos
antimicrobianos por organismos marinhos contra bactérias Gram-positivas parecem ser mais
frequentes. A atividade geralmente baixa dos extratos contra organismos Gram-negativos pode
ser devido ao facto de que as bactérias G (-) possuirem uma membrana externa e um espago
periplasmatico, que estdo ausentes nas bactérias G- (+). A membrana externa das Gram-
negativas é conhecida por apresentar uma barreira a penetragcdo de numerosas moléculas de
antibioticos. Além disso, o espaco periplasmatico contém enzimas que séo capazes de degradar
moléculas estranhas que vém do exterior [108]. Em geral, as diferencas da atividade
demonstrada pelas algas testadas parecem estar diretamente relacionadas com a diversidade
qualitativa e/ou quantitativa dos compostos presentes nos extratos. Supdem-se que as plantas
ricas em metabolitos secundarios diversos, pertencam a classes quimicas como taninos e
terpenos. Isto sugere que a forca das atividades bioldgicas de um produto natural depende da

diversidade e quantidade desses constituintes.
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Figura 4.6 - Suscetibilidade das bactérias em estudo, sendo a E.coli a mais resistente e a P. aeruginosa, S.
epidermidis e B.cereus as mais afetadas pelas macroalgas em estudo.

Em relacdo a selecdo de solventes, ndo existe uma correlacao clara entre a polaridade
do solvente e os resultados antimicrobianos, como pode ser observado na Tabela 4.2 e figura
4.7. No entanto, os dados obtidos sugerem que os solventes polares foram mais eficientes nos
extratos de compostos antimicrobianos das macroalgas. Os extratos de AcO e EtOH levam a
quase 50% das respostas de inibicdo positivas. Porém, também é de suma importancia
considerar a toxicidade dos solventes empregados, embora a acetona seja um dos solventes
menos toxicos podendo causar narcose temporaria e irritacdo ocular [109], por outro lado, o
etanol é reconhecido como de grande importancia para da industria de alimentos até mesmo a
cultura abstémia [110]. Além disso, o etanol foi o solvente que apresentou maior rendimento
de extracdo, portanto, o etanol deve ser considerado como solvente preferencial. As
observacgOes gerais reforcadas por estudos anteriores, indicando que a capacidade
antimicrobiana dos extratos de algas é dependente do solvente [36]. Consequentemente, este

parametro deve ser otimizado para cada caso.
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Figura 4.7 - Representacdo graficas do nimero total de respostas dos solventes para os extratos em estudo;

percentagem da contribuicdo de cada solvente na capacidade antimicrobiana.

No anexo A estdo representadas tabelas pormenorizadas em relagcdo as leituras das
placas de Petri na avaliacdo da atividade antimicrobiana.




Tabela 4.2 - Inibic8o das macroalgas em estudo e respetivas concentragdes.

Macroalga

Inibigdo (mm)
Gram-positivas Gram- negativas
Solvente C (mg/mL) S. epidermidis (G- (+)) | B.cereus (G- (+)) | S.aureus (G- (+)) E. coli (G- (-)) S. enteritidis (G- (-)) P. aeruginosa (G- (-))
EtOH 45,25 NI 5,49+2,19 NI NI 7,34+0,47 NI
AcO 6,45 NI 5,74+1,68 NI 5,86 £1,08 9,51+1,47 NI
AcEt 6,65 NI NI NI NI 11,81+0,30 NI
Hex 7,90 NI 5,19£2,75 NI NI 5,21+0,20 NI
CHI 4,25 NI 5,74+1,30 9,7510,44 NI 9,11+0,60 NI
EtOH 38,20 8,94+0,67 6,20+1,68 NI NI 5,65+2,50 6,42+0,49
AcO 6,40 NI 6,36+0,71 NI NI 11,67+0,85 NI
ACEt 5,30 NI 6,71+0,71 NI 6,28+0,42 10,42+1,14 NI
Hex 4,45 NI NI NI NI NI 7,06+0,58
CHI 7,25 NI NI NI 7,52+0,22 7,44+0,46 NI
EtOH 34,05 NI 7,05+0,88 NI NI 9,14+0,42 13,01+2,90
AcO 23,40 10,84 £1,70 NI NI NI 10,06£1,65 NI
AcEt 17,75 NI NI NI NI NI NI
Hex 15,65 NI NI NI NI NI NI
CHI 17,65 NI NI NI NI 4,43+0,67 NI
EtOH 34,85 NI 11,83+0,22 13,96+2,98 14,08+0,43 NI 11,83+1,52
AcO 3,65 13,41+0,69 7,56+1,06 NI 14,12+4,92 15,38+0,31 12,0040,45
AcEt 3,15 6,98+2,88 8,28+1,01 10,98+2,88 NI NI 11,9845,14
Hex 4,05 NI 7,52+0,28 9,78+1,83 NI NI 10,99+1,06
CHI 3,45 NI NI 11,13+1,86 12,65+0,94 NI 10,55+3,18
EtOH 23,00 13,05+1,28 15,35+2,13 16,74+4,79 NI 18,14+1,60 10,43+0,08
AcO 27,95 18,39+5,03 23,45+0,35 12,81+1,56 NI 20,84+0,63 20,29+1,13
AcEt 12,00 16,55+0,95 15,37+1,79 14,12+3,22 NI 16,88+1,71 11,53+0,55
Hex 8,20 18,22+1,36 11,90+3,39 10,60+2,05 NI 17,28+0,43 10,03+1,13
CHI 11,05 16,44+4,63 13,68+1,74 11,73£3,29 NI 12,14+2,07 11,74+1,49
S—




Tabela 4.2 - Inibi¢do das macroalgas em estudo e respetivas concentracdes.

Inibic&o (mm)
Gram-positivas Gram-negativas
Macroalga Solvente C (mg/mL) S. epidermidis B. cereus S. aureus E. coli S. enteritidis P. aeruginosa
EtOH 31,75 NI 109,57+1,81 9,94+0,64 NI 8,93+1,07 9,12+0,90
AcO 3,20 8,20£1,95 5,95+0,54 10,27+0,99 NI NI 11,49+1,82
AcEt 2,80 NI 7,48+0,85 10,24+0,47 NI NI 11,55+0,81
Hex 1,65 NI NI NI NI NI 4,53+0,55
CHI 4,05 NI 8,61+0,56 10,64+2,65 12,76+4,38 10,75+1,05 8,43+1,58
EtOH 35,85 9,73+1,48 6,89+2,44 6,36+0,41 NI NI 9,06+0,64
AcO 8,10 NI 10,42+1,50 NI NI NI 7,89+2,94
AcEt 3,15 9,22+0,77 8,53+0,89 8,90+1,50 NI NI 11,89+3,04
Hex 3,70 NI 5,35+1,22 NI NI NI 8,94+0,97
CHI 3,75 NI 9,19+0,78 5,76+0,91 NI 9,71+3,38 9,39+1,95
EtOH 32,90 NI NI NI NI NI NII
AcO 19,30 NI 7,28+4,60 10,38+1,81 NI 13,4943,12 NI
AcEt 12,20 12,57+0,86 NI NI NI NI NI
Hex 11,30 6,04+2,52 NI NI NI NI NI
CHI 11,35 NI NI NI 8,60+0,29 NI NI
EtOH 42,50 14,97+3,92 NI 13,63+0,85 17,70+£3,58 9,71+£1,72 NI
AcO 32,35 13,07£2,01 18,24+4,26 NI NI NI 15,28+1,91
AcEt 19,85 13,85+4,21 NI NI NI NI NI
Hex 13,70 NI 10,79+0,84 NI NI NI NI
CHI 12,45 NI NI NI NI 8,30+1,61 NI

NI — Néao Inibiu




5. Conclusao

Esta dissertacdo teve como objetivo principal avaliar o efeito de cinco diferentes solventes
extratores organicos (EtOH, AcO, AcEt, CHI e Hex) no rendimento de extracdo, conteddo
polifendlico, capacidade antioxidante e capacidade antimicrobiana de nove espécies de algas
castanhas, Undaria pinnatifida, Himanthalia elongata, Bifurcaria bifurcata, Sargassum
muticum, Laminaria ochroleuca, Saccharina latissima, Pelvetia canaliculata, Fucus spiralis e

Ascophyllus nodosum.

O interesse por este recurso marinho deve-se principalmente ao facto das macroalgas
castanhas representarem uma fonte promissora de compostos bioativos naturais para serem
utilizados, por exemplo, como alimentos funcionais pelas industrias, no entanto, o teor de
compostos bioativos nos extratos de algas é determinado pela metodologia da extracdo aplicada,
sendo que a escolha do solvente pode ser critica, pelo facto da extracdo depender do solvente
extrator. Sem desvalorizar a necessidade de considerar a sua natureza, a sua seguranca e

também a protecdo ambiental.

A escolha do solvente de extracdo, influenciou todas as propriedades das algas, sendo a sua
escolha um ponto crucial para otimizacdo do processo e consequentemente uma melhoria dos
resultados obtidos. O maior rendimento de extracdo foi alcancado quando o etanol foi usado
como solvente de extracdo. Todos os extratos de macroalgas apresentaram contetido fenolico e
atividade antioxidante nos dois métodos apresentados (FRAP e DPPH® — RSA). Em relacdo aos
valores de TPC, DPPH*® — RSA e FRAP, o acetato de etilo foi o solvente que possibilitou as
maiores capacidades antioxidantes. No que diz respeito a composicdo das espécies de
macroalgas castanhas, os maiores valores de TPC e FRAP foram encontrados na espécie
Ascophyllus nodosum, enquanto os maiores valores de DPPH®- RSA foram alcangados em
Fucus spiralis. A diferenga de resultados entre as macroalgas castanhas deve-se a vérios fatores
como a espécie, idade, localizagdo geografica e estagdo do ano, que afetam diretamente as
variagdes no perfil fitoquimico das algas. Extratos extraidos com solventes com maior
polaridade obtiveram maior eficiéncia. Ndo foi possivel encontrar uma correlacdo entre o
rendimento de extracdo, TPC e DPPH*-RSA contudo, observou-se uma correlagéo entre o TPC

e 0 método FRAP (r=0,9475).

Na avaliacdo da capacidade antimicrobiana os extratos de algas também foram dependentes
do solvente extrator escolhido. Contudo, foi possivel retirar algumas conclusdes, relativamente

as bactérias estudadas, a E. coli teve uma resposta resistente a maior parte das macroalgas
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castanhas. E possivel as espécies das bactérias sejam um fator chave na resposta antimicrobiana
ja que a resposta ndo foi idéntica entre espécies perante as diferentes algas, todavia 0os maiores
didmetros de inibicdo aconteceram para as bactérias Gram-negativas. Por outro lado,
relativamente as macroalgas testadas Saccharina latissima, Bifurcaria bifurcata e Ascophyllus
nodosum foram as algas mais promissoras considerando o seu potencial como agentes
antimicrobianos. Em geral, as diferengas da atividade antimicrobiana, demonstrada pelas algas
testadas, parecem estar diretamente relacionadas com a diversidade qualitativa e/ou quantitativa

dos compostos presentes nos extratos.
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Anexo

Anexo A

Macroalga Undaria Pinnatifida

Tabela anexo A 1 - Dados pormenorizados da macroalga Undaria Pinnatifida.

S E el NeTC soon
Controlo
Solventes Inibigdo mm Média | Desvio Padréo mm
EtOH NI NI NI - - 23,64
AcO 6,13 4,68 6,79 5,87 0,18 20,42
AcEt NI NI NI - - 18,84
Hex NI NI NI - - 17,49
CHI NI NI NI - - 26,28
S epidermiis 0 NCTC11047
Controlo
Inibicdo mm Média Desvio Padréo mm
EtOH NI NI NI - - 17,74
AcO NI NI NI - - 15,24
AcEt NI NI NI - - 22,32
Hex NI NI NI - - 15,85
CHI NI NI NI - - 16,37
Controlo
Inibicdo mm Média  Desvio Padréo mm
EtOH 7,04 3,95 NI 5,49 2,19 17,41
AcO 7,09 6,27 3,86 5,74 1,68 19,32
AcEt NI NI NI - - 16,82
Hex 8,17 4,63 2,76 5,19 2,75 17,26
CHI 5,96 6,92 4,34 5,74 1,30 16,66
ATCC25923
Controlo
Inibicdo mm Média  Desvio Padréo mm
EtOH NI NI NI - - 17,32
AcO NI NI NI - - 25,62
AcEt 10,05 9,25 9,95 9,75 0,44 23,05
Hex NI NI NI - - 23,43
CHI NI NI NI - - 24,46
D s enteritidis (1 ATCC13676
Inibicdo mm Média  Desvio Padrao Corr;tr;olo
EtOH 7,66 6,80 7,55 7,34 0,06 21,13
AcO 11,17 8,39 8,95 9,51 0,15 18,49
AcEt 12,02 11,60 NI 11,81 0,03 21,17
Hex 5,36 4,98 5,28 5,21 0,04 21,38
CHI 8,44 9,28 9,60 9,11 0,07 20,58




Tabela anexo A 1 - Dados pormenorizados da macroalga Undaria Pinnatifida.

Solventes Inibicdo mm Média Desvio Padréao Controlo mm
EtOH NI NI NI - - 17,14
AcO NI NI NI - - 17,24
AcEt NI NI NI - - 18,47

Hex NI NI NI - - 18,50
CHI NI NI NI - - 18,12
Macroalga Himanthalia elongata
Tabela anexo A 2 - Dados pormenorizados da macroalga Himanthalia elongata.
- Eeoi

Solventes Inibicdo mm Média Desvio Padrdo Controlo mm

EtOH NI NI NI - - 21,31
AcO NI NI NI - - 22,45
AcEt 6,57 5,98 NI 6,28 0,07 20,09
Hex NI NI NI - - 18,14
CHI 7,67 7,36 NI 7,52 0,03 21,61
© o Sepidermidis
Inibicdo mm Média Desvio Padrdo Controlo mm
EtOH 9,18 9,45 8,19 8,94 0,07 23,37
AcO NI NI NI - - 14,11
AcEt NI NI NI - - 19,61
Hex NI NI NI - - 20,53
CHI NI NI NI - - 14,08
. Boess
Inibicdo mm Média Desvio Padréao Controlo mm
EtOH 5,25 5,20 8,14 6,20 1,68 20,71
AcO 6,80 6,74 5,54 6,36 0,71 15,94
AcEt 6,46 6,16 7,52 6,71 0,11 18,76
Hex NI NI NI - - 15,44
CHI NI NI NI - - 16,66
S sawes
Inibicdo mm Média Desvio Padrdo Controlo mm
EtOH NI NI NI - - 18,44
AcO NI NI NI - - 20,20
AcEt NI NI NI - - 20,32
Hex NI NI NI - - 19,00
CHI NI NI NI - - 18,00

S




Tabela anexo A 2 - Dados pormenorizados da macroalga Himanthalia elongata.

o seemeriids
Solventes Inibicdo mm Meédia | Desvio Padrdo Controlo mm
EtOH 4,57 3,87 8,50 5,65 0,44 18,89
AcO 11,11 11,25 12,64 11,67 0,07 18,08
AcEt 11,23 9,62 NI 10,42 0,11 16,31
Hex NI NI NI - - 17,22
CHI 7,11 7,76 NI 7,44 0,06 25,87
.~ Poaerunosa
Inibicdo mm Meédia Desvio Padrdo Controlo mm
EtOH 6,08 6,77 NI 6,42 0,08 19,86
AcO NI NI NI - - 21,55
AcEt 6,65 7,47 NI 7,06 0,08 19,72
Hex NI NI NI - - 20,71
CHI NI NI NI - - 20,12

Macroalga Pelvetia canaliculata

Tabela anexo A 3 - Dados pormenorizados da macroalga Pelvetia canaliculata.

. Eoli
Solventes Inibicdo mm Meédia | Desvio Padré&o | Controlo mm
EtOH NI NI NI - - 24,80
AcO NI NI NI - - 20,26
AcEt NI NI NI - - 18,86
Hex NI NI NI - - 30,90
CHI NI NI NI - - 21,53
© Seepidermidis
Inibicdo mm Meédia Desvio Padrdo Controlo mm
EtOH NI NI NI - - 18,33
AcO NI NI NI - - 18,33
AcEt 10,97 9,09 12,47 10,84 0,16 17,09
Hex NI NI NI - - 18,33
CHI NI NI NI - - 18,04
Inibicdo mm Meédia Desvio Padrdo Controlo mm
EtOH 6,04 7,57 7,55 7,05 0,88 19,03
AcO NI NI NI - - 17,04
AcEt NI NI NI - - 17,19
Hex NI NI NI - - 15,37
CHI NI NI NI - - 15,92




Tabela anexo A 3 - Dados pormenorizados da macroalga Pelvetia canaliculata.

S sawes

Solventes Inibicdo mm Média Desvio Padrdo Controlo mm

EtOH NI NI NI - - 21,54

AcO NI NI NI - - 19,53

AcEt NI NI NI - - 20,99

Hex NI NI NI - - 18,90

CHI NI NI NI - - 20,29

- Senteriidis

Inibicdo mm Meédia | Desvio Padrdo | Controlo mm

EtOH 8,86 9,62 8,95 9,14 0,05 13,05

AcO 9,51 8,76 11,92 | 10,06 0,16 24,29

AcEt NI NI NI - - 17,93

Hex NI NI NI - - 19,88

CHI 3,96 4,91 NI 4,43 0,15 18,95
Inibicdo mm Média Desvio Padrdo Controlo mm

EtOH 13,25 15,80 10,00 | 13,01 0,22 22,50

AcO NI NI NI - - 16,01

AcEt NI NI NI - - 20,10

Hex NI NI NI - - 17,41

CHI NI NI NI - - 22,81

Macroalga Saccharina latissima

Tabela anexo A 4 - Dados pormenorizados da macroalga Saccharina latissima.

. Ecli
Solventes Inibicdo mm Média Desvio Padréao Controlo mm
EtOH 13,77 1439 NI = 14,08 0,03 16,82
AcO 17,60 10,64 NI 14,12 0,35 11,08
AcEt NI NI NI - - 14,70
Hex NI NI NI - - 16,09
CHI 11,99 13,32 NI = 12,65 0,07 18,09
Inibicdo mm Média Desvio Padréo Controlo mm
EtOH NI NI NI - - 20,74
AcO 12,92 1390 NI = 1341 0,05 19,61
AcEt 9,02 494 NI 6,98 0,41 21,19
Hex NI NI NI - - 22,48
CHI NI NI NI - - 22,84

81




Tabela anexo A 4 - Dados pormenorizados da macroalga Saccharina latissima.

Solventes Inibicdo mm Meédia Desvio Padréo controlo mm
EtOH 12,05 11,83 11,62 11,83 0,02 19,76
AcO 865 654 748 7,56 0,14 11,05
AcEt 942 747 @ 7,97 8,28 0,12 15,04

Hex 764 7,72 7,20 7,52 0,04 14,90
CHI NI NI NI - - 11,98
- Saues
Inibicdo mm Média Desvio Padréo controlo mm
EtOH 13,72 11,10 17,06 13,96 0,21 16,48
AcO NI NI NI - - 19,88
AcEt 1398 8,223 10,74 10,98 0,26 13,78
Hex 11,08 8,48 NI 9,78 0,19 15,48
CHI 10,78 9,46 13,14 11,13 0,17 13,18
o Soenteritidis
Inibicdo mm Média = Desvio Padréo controlo mm
EtOH NI NI NI - - 17,15
AcO 15,60 15,17 NI 15,38 0,02 19,27
AcEt NI NI NI - - 19,75
Hex NI NI NI - - 22,11
CHI NI NI NI - - 13,30
. Poenginosa
Inibicdo mm Média = Desvio Padrao controlo mm
EtOH 11,03 10,87 13,58 11,83 0,13 20,34
AcO 12,17 1235 11,49 12,00 0,04 17,71
AcEt 8,35 15,62 NI 11,98 0,43 24,25
Hex 9,85 11,19 11,94 10,99 0,10 16,79
CHI 12,80 8,30 NI 10,55 0,30 19,69
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Macroalga Bifurcaria bifurcata

EtOH
AcO

AcEt
Hex
CHlI

EtOH
AcO

AcEt
Hex
CHlI

EtOH
AcO

AcEt
Hex
CHlI

EtOH
AcO

AcEt
Hex
CH

EtOH
AcO

AcEt
Hex
CHI

EtOH
AcO

AcEt
Hex
CHI

Tabela anexo A 5 - Dados pormenorizados da macroalga Bifurcaria bifurcata.

E. coli
Inibicdo mm
NI NI NI
NI NI NI
NI NI NI
NI NI NI
NI NI NI
S. epidermidis
Inibicdo mm
13,75 | 11,58 @ 13,83
20,65 2191 @ 12,63
17,64 | 16,05 | 15,95
18,09 | 19,65 @ 16,93
12,21 | 21,39 @ 15,73
B. cereus
Inibicdo mm
17,77 | 14,57 @ 13,73
23,70 | 23,20 NI
1433 | 14,35 | 17,44
951 | 10,42 | 15,78
15,64 | 13,07 @ 12,33
S. aureus
Inibicdo mm
15,35 | 12,79 @ 22,07
13,91 | 11,70 NI
11,70 | 12,89 @ 17,78
8,68 | 10,37 | 12,76
10,03 | 15,53 9,64
S. enteritidis
Inibicdo mm
18,51 | 16,39 @ 19,52
20,11 21,20 | 21,20
15,81 | 15,98 | 18,85
16,96 | 17,77 @ 17,13
10,77 | 14,52 @ 11,13
P. aeruginosa
Inibicdo mm
10,44 | 10,51 | 10,35
19,02 | 20,64 | 21,20
11,69 | 10,92 @ 11,97
11,29 | 9,71 9,10
13,44 | 10,66 @ 11,12

Média

Média
13,05
18,39
16,55
18,22
16,44

Média
15,35
23,45
15,37
11,90
13,68

Média
16,74
12,81
14,12
10,60
11,73

Média
18,14
20,84
16,88
17,28
12,14

Média
10,43
20,29
11,53
10,03
11,74

Desvio Padrao

Desvio Padrao
0,10
0,27
0,06
0,07
0,28

Desvio Padrao
0,14
0,01
0,12
0,28
0,13

Desvio Padrao
0,29
0,12
0,23
0,19
0,28

Desvio Padrao
0,09
0,03
0,10
0,02
0,17

Desvio Padrao
0,01
0,06
0,05
0,11
0,13

Controlo mm
15,75
18,36
22,52
16,94
16,27

Controlo mm
18,74
19,11
16,63
18,20
13,73

Controlo mm
22,61
18,43
20,51
19,69
20,63

Controlo mm
29,50
18,15
21,85
19,67
17,76

Controlo mm
22,34
21,05
24,79
22,39
24,12

Controlo mm
19,03
20,54
20,20
17,90
16,55
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Macroalga Laminaria ochroleuca

Tabela anexo A 6 - Dados pormenorizados da macroalga Laminaria ochroleuca.

Solventes Inibicdo mm Média | Desvio Padréo Controlo mm
EtOH NI NI NI - - 18,59
AcO NI NI NI - - 14,75
AcEt NI NI NI - - 16,25

Hex NI NI NI - - 16,04
CHI 13,40 16,78 8,10 12,76 0,34 18,65
- Scepidermidis
Inibicdo mm Média | Desvio Padréo Controlo mm
EtOH NI NI NI - - 17,78
AcO 10,22 | 8,06 6,32 8,20 0,24 17,98
AcEt NI NI NI - - 19,31
Hex NI NI NI - - 19,84
CHI NI NI NI - - 19,37
o Boeress
Inibigdo mm Média | Desvio Padréo Controlo mm
EtOH 11,37 9,58 7,76 9,57 0,19 18,73
AcO 6,57 566 5,61 5,95 0,09 11,73
AcEt 8,37 7,38 6,68 7,48 0,11 14,60
Hex NI NI NI - - 8,72
CHI 8,61 0,07 18,05
Inibicdo mm Média | Desvio Padréo Controlo mm
EtOH 9,24 10,11 10,48 9,94 0,06 14,38
AcO 959 11,40 9,82 10,27 0,10 15,74
AcEt 9,87 10,07 10,77 10,24 0,05 15,15
Hex NI NI NI - - 13,13
CHI 13,34 8,05 10,52 10,64 0,25 13,77
- Soenteritidis
Inibicdo mm Média | Desvio Padréo Controlo mm
EtOH 9,68 8,17 NI 8,93 0,12 18,25
AcO NI NI NI - - 17,78
AcEt NI NI NI - - 19,66
Hex NI NI NI - - 19,46
CHI 11,49 10,01 NI 10,75 0,10 18,21
~ Poaeruginosa
Inibicdo mm Média @ Desvio Padréo Controlo mm
EtOH 8,74 8,47 10,15 9,12 0,10 21,63
AcO 952 13,10 11,86 11,49 0,16 14,10
AcEt 11,92 10,62 12,12 11,55 0,07 13,96
Hex 4,14 492 NI 4,53 0,12 14,25
CHI 8,32 6,91 10,07 8,43 0,19 16,72
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Macroalga Sargassum muticum

Tabela anexo A 7 - Dados pormenorizados da macroalga Sargassum muticum.

Solventes Inibigdo mm Média | Desvio Padrao Controlo mm
EtOH NI NI NI - - 16,50
AcO NI NI NI - - 16,14
AcEt NI NI NI - - 12,90

Hex NI NI NI - - 18,56
CHlI NI NI NI - - 21,59
- S.epidermidis
Inibicdo mm Média | Desvio Padrao Controlo mm
EtOH 11,42 9,12 8,67 9,73 0,15 19,85
AcO NI NI NI - - 18,43
AcEt 8,54 9,07 10,06 9,22 0,08 11,23
Hex NI NI NI - - 17,67
CHI NI NI NI - - 21,93
. Boeras
Inibicdo mm Média = Desvio Padrao Controlo mm
EtOH 4,87 9,61 6,18 6,89 0,36 10,60
AcO 10,26 11,99 9,01 10,42 0,14 15,41
AcEt 8,64 9,37 7,60 8,53 0,10 15,76
Hex 6,03 6,08 3,94 5,35 0,23 13,97
CHI 8,28 9,66 9,19 0,09 17,01
Inibicdo mm Média = Desvio Padrdo = Controlo mm
EtOH 5,90 6,68 6,51 6,36 0,06 12,93
AcO NI NI NI - - 23,02
AcEt 7,84 9,96 NI 8,90 0,17 21,65
Hex NI NI NI - - 18,03
CHI 6,81 5,23 5,25 5,76 0,16 12,38
C o Seenterifidis
Inibigdo mm Média = Desvio Padrao Controlo mm
EtOH NI NI NI - - 18,59
AcO NI NI NI - - 19,40
AcEt NI NI NI - - 13,31
Hex NI NI NI - - 20,93
CHI 12,10 7,32 NI 9,71 0,35 22,55
- P.aeruginosa
Inibicdo mm Média = Desvio Padrao Controlo mm
EtOH 8,38 9,64 9,17 9,06 0,07 19,43
AcO 5,05 7,69 10,92 7,89 0,37 19,25
AcEt 12,84 8,49 14,34 11,89 0,26 17,61
Hex 8,20 10,03 8,59 8,94 0,11 19,65
CHI 9,97 10,98 7,22 9,39 0,21 13,08




Macroalga Fucus spiralis

Tabela anexo A 8 - Dados pormenorizados da macroalga Fucus spirali .

~ Ecli
Solventes Inibicdo mm Média Desvio Padrao Controlo mm
EtOH NI NI NI - - 14,40
AcO NI NI NI - - 16,44
AcEt NI NI NI - - 14,12
Hex NI NI NI - - 16,88
CHI 8,75 8,26 8,78 8,60 0,03 17,89
C Seepidermidis
Inibicdo mm Meédia | Desvio Padrao | Controlo mm
EtOH NI NI NI - - 10,41
AcO NI NI NI - -
AcEt 12,15 12,00 13,56 12,57 0,07 12,29
Hex 4,25 7,82 NI 6,04 0,42 8,19
CHI NI NI NI - -
. Boers
Inibicdo mm Meédia | Desvio Padrdo | Controlo mm
EtOH NI NI NI - - 16,07
AcO 11,96 2,76 7,13 7,28 0,63 17,92
AcEt NI NI NI - - 15,69
Hex NI NI NI - - 14,42
CHI NI NI NI - - 19,37
o sawes
Inibicdo mm Meédia | Desvio Padrdo | Controlo mm
EtOH NI NI NI - - 15,94
AcO 11,66 9,10 NI 10,38 0,17 20,57
AcEt NI NI NI - - 14,91
Hex NI NI NI - - 20,87
CHI NI NI NI - - 14,23
- Seenteritidis
Inibicdo mm Média Desvio Padrdo Controlo mm
EtOH NI NI NI - - 14,33
AcO 16,07 14,37 10,02 13,49 0,23 18,60
AcEt NI NI NI - - 24,23
Hex NI NI NI - - 20,07
CHI NI NI NI - - 11,79
- Poaegioa
Inibicdo mm Média Desvio Padrdo Controlo mm
EtOH NI NI NI - - 16,35
AcO NI NI NI - - 21,13
AcEt NI NI NI - - 13,70
Hex NI NI NI - - 23,10
CHI NI NI NI - - 17,15




Macroalga Ascophyllus nodosum

Tabela anexo A 9 - Dados pormenorizados da macroalga Ascophyllus nodosum.

~ Ecli
Solventes Inibicdo mm Meédia | Desvio Padrdo Controlo mm
EtOH 15,71 15,70 21,91 17,77 0,20 18,82
AcO NI NI NI - - 17,69
AcEt NI NI NI - - 21,18
Hex NI NI NI - - 17,02
CHI NI NI NI - - 15,70
© Scepidermidis
Inibicdo mm Meédia | Desvio Padrdo Controlo mm
EtOH 11,28 14,54 19,08 14,97 0,26 15,88
AcO 15,33 12,40 11,47 13,07 0,15 13,44
AcEt 9,97 13,24 18,33 13,85 0,30 11,04
Hex NI NI NI - - 15,16
CHI NI NI NI - - 7,27
- Boers
Inibicdo mm Meédia  Desvio Padrao Controlo mm
EtOH NI NI NI - - 14,51
AcO 13,94 22,45 18,34 18,24 0,23 20,69
AcEt NI NI NI - - 19,84
Hex 11,38 10,19 NI 10,79 0,08 16,35
CHI NI NI NI - - 20,34
S sawes
Inibicdo mm Meédia | Desvio Padrdo Controlo mm
EtOH 14,38 12,72 13,81 13,63 0,06 19,09
AcO NI NI NI - - 17,34
AcEt NI NI NI - - 14,32
Hex NI NI NI - - 19,07
CHI NI NI NI - - 21,27
- Seenteriidis
Inibicdo mm Média Desvio Padrdo Controlo mm
EtOH 11,09 7,78 10,27 9,71 0,18 18,79
AcO NI NI NI - - 20,18
AcEt NI NI NI - - 15,02
Hex NI NI NI - - 17,95
CHI 6,66 9,87 8,36 8,30 0,19 15,21
. Poenginosa
Inibicdo mm Meédia | Desvio Padrdo Controlo mm
EtOH NI NI NI - - 18,81
AcO 13,86 14,53 17,45 15,28 0,13 17,86
AcEt NI NI NI - - 17,43
Hex NI NI NI - - 23,23
CHI NI NI NI - - 19,63




